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“EFECTO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE
Eucalyptus globulus Labill EN SISTEMAS DE LIBERACION PROLONGADA”

Autoras: Javier Ernesto Castro Zambrano

Lauro Fernando Palma Cajape

Tutora: Lcda. Carolina Santiago Dugarte, Ph. D.

RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se realiza el estudio del efecto
antibacteriano del aceite esencial de Eucalyptus globulus Labill en sistemas de
liberacion prologada. Se desarrollé un diagrama de fases para la obtencién de
sistemas ternarios a base de Tween-80, aceite esencial de Eucalyptus globulus
L. y agua destilada, en el cual se logré identificar las regiones en donde se
formaron las nanoestructuras (microemulsiones y cristales liquidos). Dichos
sistemas se caracterizaron mediante un estudio de estabilidad (apariencia, color
y pH) y microscopia de luz polarizada. Fue posible incorporar de 5 a 50 mg de
sulfametoxazol en las microemulsiones (ME). Finalmente se determind la
actividad antibacteriana de los sistemas ME 24, ME 24 *, ME 26 y ME 26 * frente
a dos cepas: Escherichia coli y Staphylococcus aureus, de los cuales ME 24*
present6 un halo de inhibicion de 161 mm y ME 24 22+1 mm respectivamente.
Ambos resultados superan incluso los valores del control positivo
(sulfametoxazol). El presente trabajo constituye el primer reporte de la potencial

actividad antibacteriana de las microemulsiones en estudio.

Palabras claves: Eucalyptus globulus Labill, sistemas nanoestructurados,

microemulsiones, actividad antibacteriana



XVI

“EFFECT OF THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THE ESSENTIAL OIL OF
Eucalyptus globulus Labill IN PROLONGED RELEASE SYSTEMS”

Authors: Javier Ernesto Castro Zambrano

Lauro Fernando Palma Cajape

Advisor: Lcda. Carolina Santiago Dugarte, Ph. D.

ABSTRACT

In the present project of investigation the study of the antibacterial effect
of the essential oil of Eucalyptus globulus Labill is carried out in systems of
prolonged reléase. A phase diagram was developed to obtain ternary systems
based on Tween-80, essential oil of Eucalyptus globulus L. and distilled water, in
which it was possible to identify the regions where the nanostructures were
formed (microemulsions and liquid crystals). These systems were characterized
by a stability study (appearance, color and pH) and polarized light microscopy. It
was possible to incorporate 5 to 50 mg of sulfamethoxazole into the
microemulsions (ME). Finally, the antibacterial activity of the ME 24, ME 24 *, ME
26 and ME 26 * systems was determined against two strains: Escherichia coli
and Staphylococcus aureus, of which ME 24 * presented an inhibition halo of
16+1 mm and ME 24 22+1 mm respectively. Both results exceed even the values
of the positive control (sulfamethoxazole). The present work constitutes the first

report of the potential antibacterial activity of the microemulsions under study.

Keywords: Eucalyptus globulus Labill, nanostructured systems, microemulsions

and antibacterial activity.



INTRODUCCION

Los aceites esenciales son sustancias aromaticas de base lipidica,
presentes en la mayoria del reino vegetal. Estos se encuentran ampliamente
distribuidos en las distintas partes de la planta, tales como: raices, tallos, hojas,
flores y frutos (Ribeiro & Alva, 2001).

Por lo general, los aceites esenciales tienen un olor agradable, a
excepcion de aquellos que poseen en su composicion derivados azufrados. Se
consideran mezclas muy variadas y complejas, incluso hasta mas de 100
componentes, entre los que se mencionan: alcoholes, aldehidos, cetonas,
ésteres, acidos, mono terpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos (Martinez,
2003).

Debido a los diversos compuestos que contienen los aceites esenciales,
se les atribuyen un sin nimero de propiedades farmacoldgicas, entre las que se
encuentran: antimicrobiana (Inouye et al, 2006), antihelmintica (Topiar, 2015),

antioxidante (Singh, 2012), antiespasmaddica y digestiva (Stashenko, 2009).

En el reino vegetal, la familia Myrtaceae es reconocida por su potencial
actividad antimicrobiana, y entre los géneros mas representativos se tienen el
Eucalyptus (Paosen, Saising, Wira & Piyawan, 2017). Los principales
componentes que se encuentran en mayor proporcion en los aceites esenciales
obtenidos de dicho género son: el cineol, terpineol, eudesmol y felandreno
(Martinez, 2003).



En la actualidad, la industria farmacéutica ha incorporado el estudio de
nuevas alternativas tecnologicas para mejorar las limitaciones de los farmacos.
Como parte de este avance, se encuentran los sistemas de liberacion
prolongada (microemulsiones), los cuales son reconocidos por aumentar la

solubilidad y permeabilizacion del farmaco que contienen (Gao et al., 2009).

Por otro lado, estudios realizados en Latinoamérica han demostrado que
las bacterias gram positivas y gram negativas contribuyen al aumento de
enfermedades por infecciones bacterianas y por ende a la elevacion de las tasas
de mortalidad de la poblacién (Juarez, 2008). En Ecuador, las patologias
provocadas por bacterias tienen un nivel alarmante debido a que han
desencadenado problemas graves de salud, como es el caso de las infecciones
en el tracto urinario ocasionada principalmente por Escherichia Coli (Carmona &
Alonso, 2008), asi lo catalog6 el Instituto Nacional de Estadistica y Censos
(INEC) quien reporté que un 10.3% de mujeres fueron afectadas por este
padecimiento antes de alcanzar los 30 afios de edad (INEC, 2013). Por otra
parte, el Registro de Estadisticas Vitales manifesté que en el afio 2016 una de
las principales causas de mortalidad en menores de 1 afio fueron: dificultad
respiratoria del recién nacido, con el 15,91%, seguida por la sepsis bacteriana
con el 7,13%; mientras que como causa de la mortalidad en la nifiez, la

neumonia por organismo no especificado obtuvo un 5,8% (INEC, 2016).

En vista de lo mencionado, el presente trabajo tiene como finalidad
estudiar el efecto de la actividad antibacteriana otorgado por el aceite esencial
del Eucalytus globulus L. y sulfametozaxol en un sistema de liberacion

prolongada.



CAPITULO I. PROBLEMA

I.1 Formulacion del problema

En base a los antecedentes expuestos en la introduccion se plantea la

siguiente formulacion del problema:

¢, Qué efecto tendran las microelmusiones obtenidas del aceite esencial

de Eucalyptus globulus L. y sulfametoxazol sobre la actividad antibacteriana?

I.2 Justificacion e Importancia

La resistencia antibiética es un fenébmeno biolégico natural debido a las
mutaciones y a la gran capacidad de las bacterias de transferir horizontalmente
su material genético, existiendo una clara correlacion entre el uso de antibioticos

y la resistencia bacteriana (Mosquito & Ruiz, 2011).

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS, 2014) la resistencia
antibiética en las personas infectadas por Staphylococcus aureus, tienen un 64%
mas de probabilidad de muerte que las personas infectadas por bacterias con
cepas no resistentes. Adicionalmente, esto conlleva otras consecuencias el
aumento del costo de la atencién sanitaria, pues alarga la estancia del paciente

en el hospital y requiere de mayores cuidados intensivos.

En los Ultimos afos, se ha dado considerable énfasis al desarrollo de
sistemas nanoestructurados como transportadores de farmacos, ya que éstos
presentan diversas ventajas, tales como: aumento de la solubilidad y la alta

capacidad de mejorar el perfil farmacocinético del farmaco (Ghosh, 2006).



Por tal motivo se propone estudiar el efecto antibacteriano de
microelmulsiones compuestas por el aceite esencial del Eucalyptus globulus L. y

el sulfametoxazol en ensayos in vitro.

I.3 Hipotesis

Las microemulsiones obtenidas del aceite esencial de Eucalyptus
globulus L. en combinacion sulfametoxazol tendran efecto sobre la actividad

antibacteriana.

I.4 Objetivo general

Estudiar el efecto de la actividad antibacteriana del aceite esencial del

Eucalyptus globulus L. en sistemas de liberacién prolongada.

I.5 Objetivos especificos

e Construir un diagrama de fases ternario para la identificacion de las

microemulsiones.

e Determinar la solubilidad del sulfametoxazol en las microemulsiones

preparadas a partir del aceite esencial del Eucalyptus globulus L.

e Evaluar la actividad antibacteriana de las microemulsiones obtenidas

del aceite esencial del Eucalyptus globulus L. y sulfametoxazol.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

.1 Taxonomia, morfologia y distribucion geografica del Eucalyptus
globulus L.

El género Eucalyptus esta conformado por aproximadamente 500
especies, de las cuales 494 son auténticas de Australia y Tasmania. En el
Ecuador se han introducido algunas especies de Eucalyptus, en donde el E.
globulus L. es la especie gue mejor se ha adaptado a las condiciones climaticas

(Carrere, 2005). En la Tabla | se observa la posicion taxonémica de la especie

en estudio.
Tabla I. Taxonomia de Eucalyptus globulus
Reino: Plantae
Division: Mangnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Tribu: Eycalypteae
Género: Eucalyptus
Especie: Eucalyptus globulus Labill

Fuente: Vinueza, 2013

Con respecto a la morfologia esta especie se puede presentar como un
arbol perennifolio que puede llegar a medir 50 m de altura, la corteza del tronco
tiene una tonalidad clara y lisa que termina desprendiéndose en tiras marron
oscuro. Tiene dos tipos de hojas: en las plantas mas jovenes tienen hojas
opuestas, ovaladas y sésiles, a diferencia de los arboles crecidos se hacen
alternas, coriaceas con un limbo asimétrico en forma de hoz, pecioladas y

colgantes. Las flores se encuentran solitarias en las axilas de las ramas



superiores, son grandes, tetrdmeras, con caliz y corola fusionados formando una
tapadera lefiosa (Renobales, 2001). En la Figura 1 se observa la morfologia de
E. globulus Labill.

Figura 1. Eucalyptus globulus L.
Fuente: Vinueza, 2013

La distribucion natural de la familia de los Eucalyptus se hallan en
Australia y el sudeste asiatico, aunque éstos se han extendido por el resto de
Asia y Europa entre los 1.000 y 2.000 metros de altitud (Terrén, 2013). En
Ecuador la especie Eucalyptus globulus L. fue introducida en la sierra entre
2.200 y 3.300 metros de altitud, al inferior del Callején Interandino (Vinueza,
2013). En la Figura 2 se observa la distribucién actual de los bosques de

Eucalyptus y su ocupacion en hectareas.



Superficie de plantaciones de
Eucalyptus globulus mies de ha)

Figura 2. Distribucion actual de los bosques Eucalyptus.
Fuente: Ramirez, 2017

[I.2 Aceite esencial del Eucalyptus globulus L.

El aceite esencial de la hoja del Eucalyptus globulus L. es de los mas
utilizados a nivel medicinal debido sus propiedades antibacterianas, antioxidante
y antiinflamatoria (Mota et al. 2015).

Segun estudios fitoquimicos realizados al aceite esencial obtenido de las
hojas del E. globulus Labill determinaron la presencia de monoterpenos
hidrocarbonados y oxigenados; sesquiterpenos hidrocarbonados y oxigenados; y
ésteres. En la Tabla Il se observa la composicién quimica del aceite esencial de
E. globulus Labill identificado por GC/MS.



Tabla Il. Composicion del aceite esencial de Eucalyptus globulus L.
identificado por GC / MS.

No Compuesto Cantidad (%)
1 a-Pineno 3,3
2 Mirceno 3
3 a-Felandreno 6
4 1,8-cineol 58,1
5 Terpinoleno 2,9
6 Mircenol 2,1
7 Trans-pinocarveol 0,7
8 Pinocarvona 0,5
9 Trans-carvenol 2,8
10 Neo-isodididrocarvonol 3,6
11 Acetato de Isobornilo 1,1
12 Acetato de verbanol 0,6
13 Germacreno A 1,5
14 Trans-Calameneno 15
15 Espatulenol 0,8
16 a-Eudesmol 3,2
17 Dihidro-eudesmol 2.8
18 Acetato de Cariofileno 0,5
19 Z-Acetato de nuciferol 2,3

Fuente: Azadbakht, 2018.

El componente principal es el 1,8-cineol (eucaliptol), constituyendo entre
el 58% (Goldbeck et al. 2014) y 84% (Azadbakht, 2018) de los componentes
quimicos presentes (Goldbeck et al. 2014). En la Figura 3 se observa la

estructura quimica del eucalipto.

Figura 3. Estructura molecular del Eucaliptol
Fuente: Hgc-Wydro & Szydto, 2016



[1.3 Métodos de extraccion de aceites esenciales

Los aceites esenciales se pueden extraer de las muestras vegetales
mediante varios métodos como son: destilacion por arrastre de vapor e
hidrodestilacion (Martinez, 2003).

La destilacion por arrastre de vapor es el método mas empleado por ser
sencillo y por tener un bajo costo, aunque tenga el inconveniente de ser un
método que se requiera de varios periodos largos de tiempo para poder extraer

lo que se requiere (Da Porto et al, 2009).

El método que se empled para la realizacion de este proyecto es la de
hidrodestilacién con trampa de Clevenger por tener un fundamento semejante al
de arrastre de vapor, pero con la diferencia que se obtiene en menor tiempo las

extracciones.

11.3.1 Destilacion por arrastre de vapor

Este proceso se lleva a cabo la vaporizacién selectiva de compuestos
formada por un compuesto volatil y otros compuestos no volatiles. En este caso
existiran dos fases inmiscibles una organica y la otra acuosa, donde cada uno de
ellos ejerceran su propia presion de vapor y correspondera a la del liquido puro a

una temperatura de referencia (Ortufio, 2006).

[1.3.2 Hidrodestilacion con trampa de Clevenger

La hidrodestilacion es un método que se asemeja al de arrastre de vapor.
Se introduce el material vegetal en un matraz que contenga agua llevandolo a
ebullicion, resultando la condensacion de los aceites esenciales de la planta
obtenidos en la trampa de Clevenger (Beneke, Peters, Glasser & Hildebrandt,
2012).



1.4 Antibidticos

Desde tiempos remotos se conoce que las civilizaciones utilizaban
especies vegetales como agentes antibacterianos, por ejemplo para el
tratamiento del carbunco. A partir del descubrimiento de la penicilina, se han
generado numerosos antibidticos para el tratamiento de enfermedades
infecciosas. Lamentablemente el abuso de los antibi6ticos y el mal manejo de
éstos, generan que los microorganismos produzcan resistencia disminuyendo o

anulando el efecto del medicamento (Mufioz, 2004).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el 60% de
las infecciones adquiridas en los hospitales son causadas por microorganismos
resistentes a los antibiéticos. Las bacterias son capaces de realizar muchos
“trucos” que les permiten desarrollar resistencia frente a estos compuestos, de
tal manera que producen enzimas que convierten la molécula activa en otra

completamente inactiva e inefectiva (Habeck, 2001).

Los antibiéticos son sustancias quimicas que inhiben el crecimiento de
bacterias (bacteriostaticas) o matan bacterias (bactericidas) (Vester, 2001).

Estos se pueden clasificar segin su mecanismo de accion (Bailon, 2009):

e Antibidticos que acttan inhibiendo la pared bacteriana como es el

grupo de los betalactamicos.

e Antibidticos que actuan inhibiendo la sintesis proteica este grupo
se encuentran los Aminoglucésidos, Macrélidos, Lincosaminas,

Esterptograminas y Oxazolidinoma.

e Antibidticos que inhiben la replicacion ADN como son las

Quinolonas.

¢ Antibidticos que acttan inhibiendo la sintesis de acido félico este

grupo esta compuesto por las sulfamidas.
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I1.5 Sulfamidas

El descubrimiento de las sulfamidas se produjo por serendipia mediante
la sintesis de un colorante rojo, llamado prontosil rubrum, el cual presentaba
propiedades antibacterianas in vivo frente a Streptoccocus y Staphylococcus en
animales de experimentacion (Pinos, 2015). En la Figura 4 se observa la

estructura molecular del prontosil.

i/NHz

NH, ~0
N=N

Figura 4. Estructura molecular del prontosil

HoN

Fuente: Bentley, 2009

Las sulfamidas fueron los primeros agentes antibacterianos, desde su
descubrimiento en la década de 1930 han sido el punto de partida del
tratamiento de enfermedades infecciosas, disminuyendo de esta manera las
tasas de mortalidad. Son antimicrobianos bacteriostaticos, sintéticos de amplio
espectro, inicialmente con actividad frente a una gran variedad de
microorganismos Gram positivos y Gram negativos (Castafieda, 2007). En la

Figura 5 se observa la estructura molecular del grupo funcional de la sulfamida.

H,N

Figura 5.Grupo funcional de la sulfamida

Fuente: Castafeda, 2007
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El término sulfamida ha sido utilizado como nombre genérico para
designar los derivados del p-aminobenzonosulfonamida, la mayoria de ellas son
relativamente insolubles en agua. Dentro de este grupo podemos encontrar los
siguientes compuestos: sufametizol, sulfadiazina, sulfacetamida, sulfatiazol,
sulfanilamida y sulfametoxazol, los cuales presentan diferencias en sus
propiedades farmacocinéticas y efectos secundarios (Bailén, 2009). En la Figura
6 se observa las estructuras moleculares de los derivados de las sulfamidas.

o) N/ ? o
I S
ﬁ\ H\N{
O H OH
HoN
Sulfadlazma Sulfacetamida
(0]
A\ I
§\\NH ||\N%l
(0] )\ H S
2
H,N N~ S H,N
N=
Sulfametizol Sulfatizol
-0
2 g Ao
S—NH, BN
HoN 2
Sulfanilamida Sulfametaxazol

Figura 6. Derivados de las sulfamidas.

Fuente: Bentley, 2009.

[1.5.1 Sulfametoxazol

El sulfametoxazol se clasifica como un antibiético bacteriostatico, cuya
actividad primaria es contra cepas susceptibles de
Streptococcus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Haemophilus
influenzae, y anaerobios orales. Adicionalmente, puede ser usado como una

alternativa para los antibiéticos basados en amoxicilina (Berzas, 2001).
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Es un antibidtico ampliamente administrado que pocas veces produce
efectos adversos. En la mayoria de las ocasiones éstos suelen ser leves, tales
como: reacciones de hipersensibilidad y/o intolerancia gastrointestinal
(Oyarzabal, 2005).

[1.6 Microelmusiones (ME)

Las ME fueron introducidas en la década de los 40 por Schulman, son
sistemas de liberacion prolongadas compuestas por agua, aceite y tensoactivo,
los cuales se caracterizan por ser sistemas Opticamente isotrépicos y

termodindmicamente estables (Kuchlyan et al., 2016).

Estos sistemas se pueden preparar en una amplia gama de
concentraciones de tensoactivos y de relacién aceite/agua o agua/aceite. Las
microemulsiones permiten la incorporacion de compuestos hidréfilos y lipéfilos
en funcion de su estructura interna. Las micelas son gotas de aceite en agua y
las micelas inversas son gotas de agua en aceite como se observa en la Figura
7 (Ghosh, 2006).

19
8y %
T P

Figura 7. Estructuras de las micelas.
Fuente: Ghosh, 2006.

Las microemulsiones se forman espontdneamente cuyo tamafio podria
variar entre 20 nm a 200 nm. Estos sistemas muestran un papel importante en
su variedad de facetas de administracién de farmacos, ya que pueden resistir
una gran cantidad de principio activo debido a su alta capacidad de
solubilizacién, y por ende aumentando la biodisponibilidad del mismo (Fanun,
2008).
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I1.7 Tensoactivos

El término tensoactivo denota a sustancias cuya actividad superficial o

interfacial es usada para disminuir la tension de la interfaz. Generalmente son

moléculas que contienen un grupo de cabeza polar y una cola apolar, por lo

tanto, tienen afinidad con disolventes polares y no polares. Estas moléculas se

asocian mediante las diferentes fuerzas inter e intramoleculares (Rao et al.,

2009).

Los tensoactivos se pueden organizar en distintas formas, entre las

cuales se encuentran las micelas esféricas, micelas en forma de espiral, micelas

inversas o hexagonales micelas inversas (Rao et al., 2009).

A continuacién, la Tabla Ill muestra la clasificacion de los principales

tensoactivos.

Tabla lll. Clasificacion de los Tensoactivos

Anidnicos

Son sales de sodio que al ionizarse producen
iones positivos (Na*) y negativos (surfactante
activo). Los mas importantes son:
alquilbenceno sulfonatos lineales, los alcoholes
etoxilados sulfatos y los alquil sulfatos
(Zamudio, 2010).

Catidnicos

Poseen grupos funcionales que se ionizan en
disolucién acuosa originando iones organicos
con carga positiva y responsables de la
actividad superficial. En su composicion
presentan grupos nitrogenados del tipo sal
amina grasa o de amonio cuaternario (Rios,
2014).

Carecen de grupos polares cargados, pero

poseen grupos como los etoxilatos, -(O-CH,-
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moléculas de agua debido a

2003).

No idnicos CH,)-OH, que muestran gran afinidad hacia las
las fuertes
interacciones dipolo-dipolo en los enlaces de
hidrogeno (Katime, Quintana & Villacampa,

Elaborado por: Autores

[1.8 Diagrama de fases ternario

Es una presentacion grafica de tres componentes como por ejemplo

aceite, tensoactivo y agua para la formacién de sistemas, este tipo de sistemas

consta de tres variables independientes como la temperatura, presion y las

concentraciones de los tres componentes (Novelo, 2010).

Estos diagramas son utilizados con la finalidad de identificar el rango de

las concentraciones de los componentes, se las grafican sobre un tridngulo

equilatero representando en un sistema ordenado que cuyos ejes son las

diferentes estructuras cuales se requieran reconocer, se puede observar en la

Figura 8 el Diagrama de fase ternario (Fernandez, 2006).

Cristal liquido
hexagonal

Micelas
directas

Cristal liquido cubico bicontinuo Cristal liquido ciibico discreto

Cristal liquido

RET f laminar

Microemulsion
bicontinua

Micelas
Inversas

Figura 8. Diagrama de fases ternario.
Fuente: Fernandez 2006

I1.9 Técnicas de caracterizacion de microemulsiones
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[1.9.1 Microscopia de luz polarizada

Se fundamenta en que las moléculas ordenadas pueden rotar en el
angulo del plano en que vibra la luz polarizada. Es una modificacion del
microscopio 6ptico de campo claro en la que se coloca un filtro de polarizacién
entre la fuente luminosa y la muestra, seguido de un segundo filtro llamado
analizador, que va ubicado entre la lente objetivo y el observador. La capacidad
de los cristales o las sustancias paracristalinas de rotar en el plano de luz
polarizada se lo denomina birrefringencia (Ross & Wojciech, 2008). En Figura 9

se observa el Mecanismo de accién de la luz polarizada

Luz normal

Luz polarizada
(no polarizada)

horizontalmente

Luz totalmente
bloqueada

Filtro Filtro
horizontal vertical

Direcoion de 1a luz

Figura 9. Mecanismo de accion de la luz polarizada

Fuente: Narvaez, 2012

11.10 Evaluaciéon “in vitro” de la actividad antibacteriana
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[1.10.1 Método de difusion o Kirby - Bauer

En la actualidad este método es ampliamente utilizado para evaluar los
aceites esenciales con actividad antimicrobiana, estableciendo la relacion que
existe entre las concentraciones de la sustancia y el halo de inhibicion de
crecimiento que se desarrolla en la superficie del medio de cultivo (Stella &
Marin, 2009).

Este método se basa en la utilizacibn de discos impregnados del
compuesto a evaluar, utilizando concentraciones conocidas que nos permitan
establecer de manera cuantitativa el efecto de diferentes compuestos sobre las

cepas de las bacterias (Barry & Thornsberry, 1979).

[1.10.2 Bacterias

[1.10.2.1 Escherichia coli

Es una bacteria gramnegativa que se puede encontrar en el sistema
digestivo de los animales y seres humanos. Debido a que forma parte de la flora
intestinal se puede utilizar como indicador para detectar y medir el grado de

contaminacion fecal en agua y alimentos (Franco, 2013).

11.10.2.2 Staphylococcus aureus

Es un microorganismo grampositivo que se encuentra ampliamente
diseminado en el ambiente debido a que posee caracteristicas particulares de
virulencia y resistencia contra antibiéticos. Su distribucion se extiende a nivel
mundial y el impacto en la morbimortalidad es considerable a nivel comunitario e

intrahospitalario (Zendejas, 2014).
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CAPITULO IIl. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

[1l.1 Disefio experimental

| EucalyptusglobulusL. |

| Hojascortadas |

v

[ Trampade Clevenger |

| 100 g hojasen 600 mlagua |

| ACEITEESENCIAL |

| Porcentaje de rendimiento |

'

PREPARACIOM DE LOS SISTEMAS
NANOESTRUCTURADOS

Microemulsiones

SOLUBILIDAD DEL
ANTIBIOTICO

Sulfametoxazol

.

EVALUACION
ANTIBACTERIANA

Escherichio colf
Staphylococus aureus

Construccion de diagrama de fases
Evaluacion macroscopica
Evaluacion microscapica

Estudio de estabilidad

Esquema 1. Disefio experimental realizado en el presente trabajo.

Elaborador por los autores
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[ll.2 Metodologia de la investigacion

Se realizé un estudio experimental que esta dividido en dos fases, la
primera fase que consistié en la extraccion del aceite esencial de las hojas de E.
globulus L.; preparacién de los sistemas de liberacion prolongada; construcciéon
del diagrama de fases, caracterizacion de los sistemas ,el estudio de estabilidad
y determinar la solubilidad del sulfametoxazol en las microemulsiones esta fase
se realizé en el Laboratorio de Andlisis Organico y en el Laboratorio de
Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de

Guayagquil.

La segunda fase consistio en la evaluacion antibacteriana de los sistemas
de liberacion prolongados solos y en combinacion con sulfametoxazol frente a
Escherichia coli y Staphylococus aureus en el area de microbiologia del
Laboratorio AVVE.

[11.3 Equipos, aparatos, materiales y reactivos

[11.3.1 Equipos:

¢ Balanza Analitica marca BOECO BBL-31
e Microscopico Zeiss Axiostar plus
e pHmetro (Oaklon)

e |ncubadora

[11.3.2 Aparatos:

e Hornilla eléctrica HACEB EM-1

111.3.3 Materiales:

o Beakers (50-400 mL)
e Balon de destilacion (1000 mL)

e Trampa de Clevenger
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e Refrigerante

e Tubos de ensayo

e Gradilla de tubos de ensayo

e Pipetas graduadas (1-10 mL)
e Auxiliar de pipetas

e Agitador de vidrio

e Mangueras

e Soporte universal y pinzas

e Espatula

e Envases de plastico (3-30 g)
e Caja petri

e Discos en blanco (virgenes)

e Hisopos

[11.3.4 Reactivos quimicos:

> Tween 80°
» Aceite esencial de Eucalyptus globulus L.
» Agua destilada

> Sulfametoxazol

[11.3.5 Reactivos biolégicos:

» Escherichia coli (ATCC25922)
» Staphylococcus aureus (ATCC25923)

1.4 Muestra

El material vegetal fue encontrado en Tungurahua en el Canton Pelileo
Parroquia Salasaca. Una vez obtenido el Eucalyptus globulus L; fue transportado
al Laboratorio de Analisis Orgénico de la Facultad de Ciencias Quimicas de la

Universidad de Guayaquil.
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Como ultimo paso se realizo la identificacion de la muestra vegetal por el
M.Sc. Xavier Cornejo, curador del Herbario GUAY de la Facultad de Ciencias
Naturales de la Universidad de Guayaquil, quien determind la especie como
Eucalyptus globulus L.

[11.5 Técnicas y métodos

[11.5.1 Extraccién del aceite esencial del Eucalyptus globulus L.

El aceite esencial fue obtenido por medio de hidrodestilacion utilizando la
trampa de Clevenger. El procedimiento se llevé acabo de la siguiente manera: se
cortaron hojas frescas manualmente en trozos pequefios, luego se pesaron 100
g del material vegetal y se introdujo en un bal6n (1000 mL) con 600 mL de agua
destilada para someter a calentamiento por 1 hora. Finalmente, se recolecté en

un tubo de ensayo estéril el aceite esencial obtenido.

[11.5.2 Construccion del diagrama de fase ternario

El diagrama de fase ternario se desarroll6 con la mezcla de Tween-80®,
aceite esencial de Eucalyptus globulus L. y agua destilada, a distintas
proporciones segun las combinaciones tal como se muestra en la Tabla IV del
diagrama para formar los sistemas. Las mezclas se realizaron con agitacion
manual (1 a 3 minutos) y se mantuvieron a temperatura de 25 = 1 °C durante 24h

para completar el equilibrio del sistema.
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Tabla IV. Porcentajes de los componentes utilizados para el desarrollo de ME

Aceite esencial (%)

Regién N® T-80 (%) Eucalyptus globulus L. Agua (%)
1 10 10 80
2 10 20 70
3 10 30 60
4 10 40 50
1 5 10 50 40
6 10 60 30
7 10 70 20
8 10 80 10
9 20 10 70
10 20 20 60
11 20 30 50
2 12 20 40 40
13 20 50 30
14 20 60 20
15 20 70 10
16 30 10 60
17 30 20 50
3 18 30 30 40
19 30 40 30
20 30 50 20
21 30 60 10
22 40 10 50
23 40 20 40
4 24 40 30 30
25 40 40 20
26 40 50 10
27 50 10 40
5 28 50 20 30
29 50 30 20
30 50 40 10
31 60 10 30
6 32 60 20 20
33 60 30 10
7 34 70 10 20
35 70 20 10
8 36 80 | 10 10

Elaborado por: Autores

22




[11.5.2.1 Caracterizacion macroscopica de las microemulsiones

Una vez preparados todos los sistemas ternarios estos se lograron
clasificar mediante observacion directa, de acuerdo a sus caracteristicas fisicas:

color y apariencia.

[11.5.3 Caracterizacién microscépica de las microemulsiones: Microscopia
de Luz polarizada

Las estructuras de los sistemas formados se analizaron por medio de un
Microscépico Zeiss Axiostar plus®, el cual fue equipado con la luz polarizada
utilizando polarizadores cruzados para poder observar y diferenciar la presencia
de sistemas nanoestructruturados en cada muestra (Microemulsiones o Cristales

liquidos).

[11.5.4 Solubilidad del sulfametoxazol

La solubilidad del sulfametoxazol fue evaluada afiadiendo 5 mg del
farmaco a 1 g de microemulsion, por separado hasta la saturacion del sistema.

Todos los ensayos de solubilidad se realizaron a temperatura ambiente.

[11.5.5 Estabilidad de las microemulsiones

Los sistemas nanoestructurados se basaron en la determinacion de pH, a
temperatura ambiente durante tres meses (0, 15, 30, 60 y 90 dias). Para evaluar
el tiempo cero se consider6 un periodo de 24 horas, debido a que este es el
tiempo necesario para la estabilizacion total del sistema. Durante este tiempo los
sistemas fueron almacenados en el Laboratorio de Andlisis Organico de la

Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Guayaquil.
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[11.5.6 Evaluacién “in vitro” de la actividad antibacteriana

Para el analisis antibacteriano se utilizaron las siguientes bacterias:
Escherichia coli y Staphylococus aureus. En cada uno de los analisis se empled

el siguiente procedimiento:

Técnica de Kirby Bauer Modificado: para la preparacion de los inéculos
de los microorganismos, se sembraron las cepas ATCC en 5 mL de caldo ICC
(Infusién Cerebro-Corazén), por 24 horas a 37 °C. Después se prepard una
suspension microbiana ajustada a la concentracion de 0.5 en la escala de
McFarland (1.5x108 UFC/mL). Se procedio6 a estriar las bacterias en la caja Petri
con Agar Mueller Hinton (40 mL) y se colocaron con la ayuda de pinzas estériles
los discos (6 mm), previamente impregnados con 100 uL de ME. Las cajas Petri
fueron incubadas a 37 °C por 24 horas; luego se realiz6 la lectura de los halos
de inhibicion (mm) interpretadas de acuerdo a las técnicas de comprobacion de
la actividad terapéutica de las plantas medicinales, donde se considera que la
bacteria es sensible al extracto (S) si el halo es mayor a 9 mm, intermedia o
moderada (l) si el halo mide entre 6-9 mm y Resistente (R) si la longitud del halo
es menor a 6 mm. Esta prueba se efectlo por triplicado para comprobar la
repetibilidad del método. Como control positivo se uso el antibiético (una solucién
con la misma concentracion de cada sistema de microemulsién); como controles

negativos el Tween-80 (100 uL) y aceite esencial (100 pL).
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 Rendimiento del Extraccion del aceite esencial del Eucalyptus

globulus L.

Luego de haber realizado 48 extracciones del aceite esencial de las hojas

del E. globulus L. se obtuvieron aproximadamente 69 mL, cuyo rendimiento es

de 1.4%, con un coeficiente de variaciéon de 9.3. En la Tabla V se observa el

porcentaje de rendimiento de cada una de las extracciones llevadas a cabo

durante la realizacion del trabajo experimental.

Tabla V. Porcentaje de rendimiento de las hojas del E. globulus L.
, , Volumen obtenido
N# Cag;'céécg% %Sl(lijsai.(g) de Aceiécrerzl Iisencial % Rendimiento
1 100 1,6 1,6
2 100 15 15
3 100 1,7 1,7
4 100 1,4 1,4
5 100 15 15
6 100 15 15
7 100 15 15
8 100 1,6 1,6
9 100 1,4 1,4
10 100 1,7 1,7
11 100 1,3 1,3
12 100 15 15
13 100 14 14
14 100 1,4 1,4
15 100 14 14
16 100 1,6 1,6
17 100 15 15
18 100 1.4 1.4
19 100 1,2 1,2
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20 100 1.4 1,4
21 100 1,3 1,3
22 100 1,6 1,6
23 100 1,4 1,4
24 100 1,3 1,3
25 100 15 15
26 100 1,3 1,3
27 100 15 15
28 100 1,3 1,3
29 100 1,6 1,6
30 100 1,8 1,8
31 100 1,4 1,4
32 100 1,3 1,3
33 100 1,2 1,2
34 100 1,3 1,3
35 100 1.3 1.3
36 100 1,4 1,4
37 100 15 15
38 100 1,4 1,4
39 100 1,3 1,3
40 100 1.3 1.3
41 100 15 1,5
42 100 15 15
43 100 1.3 1.3
44 100 1,6 1,6
45 100 1.3 1.3
46 100 14 14
a7 100 1,4 1,4
48 100 15 15
PROMEDIO 1,4 1,4

CcVv 9,3 9,3

Segun estudios realizados en la extraccion del aceite esencial de E.

globulus L. han determinado 1.6% de rendimiento estos resultados son

congruentes con los obtenidos en este trabajo experimental.

26



IV.2 Construcciéon del diagrama de fases para la optimizacion de las
microemulsiones.

Con los resultados, presentados en la Figura 10 es posible observar que
la mezcla T80/aceite esencial/agua formé diferentes organizaciones de la matriz
de los sistemas, los sistemas fueron Opticamente transparentes, para la
caracterizacion de los sistemas que inicialmente se consideré el grado de

viscosidad.

Los sistemas transparentes fluidos fueron considerados microemulsiones
(ME) mientras, los mas viscosos fueron considerados cristales liquidos (CL),
fueron clasificados como emulsiones (EM) todas las regiones blancas opacas.
Sistemas que presentaron dos fases fueron clasificados como separacién de
fases (SF) mientras que los sistemas con una fase que estaba en el intermedio
entre blancas opacas y transparentes fueron clasificadas como transicién de
fases (TF).

SURFACTANT
O

WATER

Figura 10. Diagrama de fases ternario de los sistemas nanoestructurados
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Es posible observar que la formacién de los sistemas es directamente
proporcional a la concentracibon de tensoactivo ya que pequefias
concentraciones de tensoactivos no fueron posibles estabilizar la mezcla
produciendo de esta manera separacion de fases (SF). El aumento de la
concentracion de tensoactivo llevo a una mayor organizacion de los sistemas
formando ME y CL.

IV.2.1 Evaluacién macroscopica

De acuerdo a la Tabla VI se observa el estudio organoléptico de los

sistemas preparados con la construccion del diagrama de fases.

Tabla VI. Estudios organolépticos

Sistema Color Apariencia
1-10 Blanco/ Incoloro Heterogéneo
11-14 Blanco Homogéneo
15-23 Amarillo Fluido
24 Amatrillo Viscosa
25 Amarillo Viscosa
26 Amarillo Fluido
27 Amarillo Viscosa
28 Amarillo Viscosa
29 Amarillo Viscosa
30 Amarillo Fluido
31 Amarillo Viscosa
32 Amarillo Viscosa
33 Amarillo Fluido
34 Amatrillo Fluido
35 Amarillo Fluido
36 Amarillo Fluido

Elaborados: por Autores

Transcurridas 24 horas de la preparacion de los sistemas, las muestras 1-
10 presentaron heterogeneidad, ya que se observa la separacion de fases. Esto
puede deberse a la baja concentracion de T-80. Cabe recalcar que los
tensoactivos cumplen una funcion importante en la estabilidad de sistemas
heterogéneos, debido a la disminucion de la tension interfacial entre el aceite y
agua (Rao et al., 2009).
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Las muestras 11-14 mostraron aspecto homogéneo y coloracion
blanquecina, esto sugiere la formacion de emulsiones. Por otro lado, los
sistemas 15-23 se presentaron una apariencia opalescente, lo cual podria

tratarse de una transicion de fase.

Finalmente se seleccionaron los sistemas del 24-36 para realizar los
siguientes analisis debido a que estos presentaron una apariencia homogénea y

traslucida.

IV.3 Evaluacion Microscopica: Microscopia de Luz polarizada

La microscopia de luz polarizada es una técnica representada como
ondas electromagnéticas que posibilitan estudiar y caracterizar materiales
anisotrépicos, debido a la refraccion de la luz que pasa por un filtro polarizador a

diferentes velocidades (Vermey et al., 2015).

Esta técnica muestra la representacion grafica de cristales liquidos con la
presencia de cruces de malta para la fase lamelar y estrias para la fase
hexagonal. En el caso de las microemulsiones, s6lo se observa la formacién de
un campo oscuro (Froelich, et al., 2017). Como un ejemplo de lo observado en
cristales liquidos y microemulsiones, la Figura 11 muestra los resultados de la

microscopia de luz polarizada de las ME sin sulfametoxazol.
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Figura 11. Microscopia de luz polarizada (muestras LC y ME)

a: Campo oscuro (ME) b: Estiras (LC) c¢: Cruz de malta (LC)

En la Figura 11c es posible observar la presencia de cruces de malta, lo
gque indica la formacion de cristales liquidos de fase lamelar; y en la Figura 11b
la formacion de estrias, sugiriendo la formacion de cristales liquidos de fase

hexagonal.

Las estructuras de los cristales liquidos también fueron descritas por
Vicentini y colaboradores (2008), quienes desarrollaron y caracterizaron CL para
la incorporacién de la quercetina, en el analisis de microscopia de luz polarizada.
Los resultados mostraron la presencia de cruces de malta y estrias, sugiriendo

de esta manera las fases lamelar y hexagonal.
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Otros resultados fueron demostrados por Kuchlyan y colaboradores
(2016), los cuales observaron la presencia de estrias indicando la formacién
cristales liquidos de fase hexagonal y las cruces de malta con los de fase
lamelar. Los resultados presentados por los autores, respalda el concepto de
cristales liquidos de fases lamelar (Figura 11c) y fase hexagonal (Figura 11b).

En la (Figura 11a) se observa la formacion de un campo oscuro lo cual
podria indicar la presencia de ME. Resultados semejantes fueron descritos por
Froelich et al., (2017), que observaron la presencia de un campo oscuro en los
estudios de microscopia de luz polarizada. En este caso los autores sugieren la
formacion de ME. Otro trabajo reportado por Chavez et al., (2013), los autores
caracterizaron microemulsiones y cristales liquidos, en los resultados de
microscopia de luz polarizada, ellos observaron la ausencia de gotas para las
microemulsiones, y visualizaron un campo oscuro. Considerando lo expuesto
anteriormente, como se pretende estudiar las ME, se seleccionaron las muestras
que presentaron campo oscuro en la microscopia de luz polarizada para la

continuacién del trabajo.

Mediante esta técnica se lograron caracterizar los sistemas
nanoestructurados en microemulsion y en cristales liquidos, de acuerdo lo
observado en el microscopio de luz polarizada Anexo IV. En la Tabla VIII se

aprecia los resultados obtenidos.

Tabla VIII. Caracterizacion de los sistemas nanoestructurados

Sistemas Observaciones Nanoestructuras
24 Campo oscuro Microemulsion
25 Campo oscuro Microemulsion
26 Campo oscuro Microemulsion
27 Campo oscuro Microemulsion
28 Cruz de malta y Estrias Cristales Liquidos
29 Cruz de malta Cristales Liquidos
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30 Campo oscuro Microemulsion
31 Cruz de malta Cristales Liquidos
32 Cruz de malta Cristales Liquidos
33 Campo oscuro Microemulsion
34 Cruz de malta Cristales Liquidos
35 Campo oscuro Microemulsion
36 Campo oscuro Microemulsion

IV.4 Solubilidad

En vista de que en el presente trabajo se pretende evaluar la actividad
antibacteriana, se decidié estudiar el comportamiento de los sistemas de
microemulsiones, debido al menor tamafio de particula que estos presentan (100
nm aproximadamente). Esto es con la finalidad de aumentar la posible eficacia

de las muestras frente a los microorganismos ensayados.

Conforme a la metodologia utilizada para la solubilidad del
sulfametoxazol se utilizaron las 6 microemulsiones obtenidas perteneciente a las
regiones 4, 5y 6 por tener éstas menor porcentaje de tensoactivo, 40%, 50% y
60% respectivamente. Los resultados obtenidos de la solubilidad del antibiético

se demuestran en la Tabla IX.

Tabla IX. Solubilidad del farmaco

Region Muestra Masa Resultado
24 19 20 mg
4 25 1g 10 mg
26 1g 5mg
5 27 1g -
30 1g 40 mg
6 33 19 50 mg

Elaborado por los autores

32



En la region 4 todos poseen el mismo porcentaje de tensoactivo (40%),
sin embargo la diferencia en la cantidad de antibiético que incorpora cada
sistema dependera del porcentaje de aceite. El sistema 24 logré incorporar la
méxima cantidad de antibiético con respecto a las ME 25 y 26. Esto significa que
a medida que aumenta el porcentaje de aceite esencial de E. globulus L.
disminuye la solubilidad del sulfametoxazol.

En la regién 5 posee un 50% de tensoactivo, no obstante la ME 27 con un
10% de aceite esencial sufrié una saturacién al agregar 5 mg de antibiético. El
sistema 30 (40% de aceite) logré soportar 40 mg de antibiético, eso quiere decir
que a medida que aumenta el porcentaje de aceite aumenta la capacidad de

incorporacién del antibiético.

El sistema 33 se compar6 con el sistema 24 ya que poseen el mismo
porcentaje (30%) de aceite esencial. Como se observa en la Tabla 1X el sistema
33 logré incorporar 50 mg de antibiético mientras que la muestra 24 soporté 20
mg del farmaco. Este resultado indica que a mayor porcentaje de tensoactivo la

solubilidad del sulfametoxazol aumenta.

Finalmente, al comparar las tres regiones estudiadas se observa que la

solubilidad del farmaco dependera de la concentracién del tensoactivo.

IV.5 Evaluacion del Estudio de Estabilidad

En el presente trabajo se decidio estudiar el efecto del aceite esencial del
E. globulus L. en la actividad antibacteriana empleando sélo las ME 24 y 26 por
las siguientes razones: ambas pertenecen a la region 4 es decir presentan la
menor proporcion de tensoactivo y ambas representan el menor y mayor

porcentaje de aceite esencial respectivamente.

De los dos puntos seleccionados anteriormente se continué con el

estudio de estabilidad, el cual consistié en determinar el pH en un periodo de
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tiempo de tres meses a temperatura ambiente. Los valores obtenidos se

en la Tabla VII.

Tabla VII. Lectura de pH

reflejan

N# pH

Muestra | 0 dias | 15dias | 30dias | 60dias | 90 dias
24 4.17 455 4.19 4.29 4,33
26 4.65 4.37 4.65 5.47 5,40

Elaborados: por Autores

En términos generales se observa una ligera inestabilidad de ambos
sistemas en los 15 primeros dias. La ME 24 present6 menor valor de pH que la

ME 26 en el tiempo cero.

Pasado 30 dias los sistemas presentaron una estabilidad regular. Las ME
24 fueron mas estables que la ME 26. Estos resultados son congruentes con los
obtenidos por Reyes y Baque (2018). Las autoras desarrollaron la “Influencia de
la Concentracién Tensoactivo y agua en la formaciéon de Cristales Liquidos

utilizados en farmacos de baja solubilidad (Gemfibrozilo)”.

IV.6 Evaluacion “in vitro” de la actividad antibacteriana

Técnica de Kirby Bauer Modificado

Por medio de esta técnica fue posible evaluar la actividad antibacteriana
de los sistemas seleccionados utilizando dos tipos de bacterias: Una gram
negativa (Escherichia coli) y una gram positiva (Staphylococcus aureus). Se
consideré como control positivo el sulfametoxazol (diferentes concentraciones) y
el aceite esencial; y como control negativo el Tween 80®. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla X.
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Tabla X. Resultados del efecto de las ME solos y en combinacién con el antibiético en

diferentes bacterias

Zona de inhibiciéon en las (mm)
) ME solos y en combinacién Control positivo COmf0|
Bacterias negativo
con el antibiético
Sulfa. Sulfa. Aceite Tween
* *
24 24 26 26 15mg 5mg esencial 80®
Escherichia coli 2+1 16+1 1+1 10+1
ATCC25922 | R) | 5 | ®R | (5 | &% 41 81 .
Gram negativo
Staphylococcus
aureus 22+1 12+1 )
14+1 9+1 13+1
ATCC25923 (S) - - (S)
Gram positivo
S=sensible > 9 mm
S.: Sulfametoxazol I= intermedia o Moderada 6-9 mm

X*: ME en combinacion con el antibiético R= resistente < 6 mm

Los datos obtenidos por la técnica de Kirby Bauer dan como resultado:
que las bacterias Gram negativas como la E. coli son sensibles a los sistemas de
aceite esencial en combinacién con el antibiético presentando halos de inhibicion
de 16+1 mm y de 10+1 mm, valores incluso mayores que los halos de inhibicion

de los controles positivos, sulfametoxazol 15 y 5 mg respectivamente.

Por otro lado, el halo de inhibicién obtenido de ME 24 (22+1 mm) frente al
S. aureus super6 en gran medida los controles positivos; a diferencia de la E. coli
este mismo sistema ME 24 no se obtuvo un halo de inhibicion por presentar

resistencia bacteriana.

Cabe recalcar que los sistemas sin la combinacién del antibiético frente a

las bacterias Gram negativas (E. coli) presentan resistencia. Esto ocurre por las
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alteraciones de permeabilidad que se van produciendo en la bicapa lipidica de la
bacteria, debido a los distintos cambios localizados en las porinas, cuyas
proteinas son las encargadas de formar puentes en la membrana externa que
regulan la entrada de distintas moléculas. De tal manera que no permitiran el
paso de ciertas sustancias y por consecuencia su efecto antibacteriano sera nulo
(Tafur et al., 2008).

Generalmente el sulfametoxazol se comercializa de forma conjunta con la
trimetoprima (antibiético sintético bacteriostatico) en dosis altas que van desde
los 40 a 800 mg; en contraste con los resultados obtenidos en el presente trabajo
la actividad antibacteriana de las ME, en combinacion o no con el antibi6tico,

mostraron que a menor dosis tienen mayor potencia.

Asi mismo destaca la posible sinergia entre el sulfametoxazol y el aceite
esencial del Eucalyptus globulus L., lo cual sugeriria el empleo de un sistema
nanoestructurado, conformado por un derivado sintético y un producto natural,

que presenten menores efectos adversos.
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CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos en el presente trabajo de titulaciébn se puede

concluir;

» Con respecto a la extraccion del aceite esencial de E. globulus L. da
como resultado un porcentaje de rendimiento de 1.4% y C.V. 9.3%
obtenidos en 48 extracciones de cada 100 g de material vegetal. Dicho
porcentaje de extraccion fue suficiente para poder preparar los sistemas

nanoestructurados y evaluar el efecto antibacteriano.

» Al concluir con la construccion de diagramas de fases ternarios, se
identificaron las diferentes regiones formadas mediante caracterizacion
macroscopica: separacion de fase, emulsiones, transicion de fase y
sistemas nanoestructurados. Estos ultimos fueron confirmados mediante
microscopia de luz polarizada, en las cuales un campo oscuro y cruces
de malta correspondieron a ocho microemulsiones (24, 25, 26, 27, 30, 33,
35y 36) y cinco cristales liquidos (28, 29, 31, 32 y 34) respectivamente.

» Mediante el estudio de estabilidad se demostré6 que a medida que
trascurria el tiempo (0, 15, 30, 60, 90 dias) las microemulsiones
mantuvieron estable su color y apariencia. Sin embargo el pH sufre un
ligero aumento debido a que los sistemas alcanzan una mejor

reorganizacioéon estructural.

» Se determiné la solubilidad del sulfametoxazol en las microemulsiones
preparadas a partir del aceite esencial del E. globulus L.; teniendo como
resultado que a mayor porcentaje de tensoactivo aumenta la solubilidad

del antibidtico en el sistema.
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» En los ensayos “in vitro” se lograron obtener resultados que reflejan como
las microemulsiones, en combinacion o no con el antibidtico, potencian la

actividad antibacteriana del sulfametoxazol frente a E. coliy S. aureus.

» El estudio realizado constituye el primer reporte sobre el efecto
antibacteriano del aceite esencial Eucalyptus globulus Labill en sistemas

nano estructurados microemulsiones.
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RECOMENDACIONES

Con respecto a los resultados obtenidos se plantean las siguientes

recomendaciones:

» Realizar estudios de estabilidad por mayor tiempo a diferentes
temperaturas de las microemulsiones con y sin principio activo, de
tal manera que se pueda obtener informacion més detallada sobre

la conservacion de los sistemas.

» Llevar a cabo estudios de calorimetria de barrido (DSC) y el perfil
reolégico para obtener la caracterizacion de cada uno de los

sistemas de microemulsion.

» Evaluar el comportamiento de las microemulsiones mediante un
estudio farmacocinético, para demostrar si estas actiGan como

transportador de liberacion prolongada.

» Se recomienda seguir investigando en el area de microbiologia las
microemulsiones frente a otros tipos de bacterias grampositivas o

gramnegativas.
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GLOSARIO

Aceite esencial:

Sustancia liquida concentrada compuesta por sustancias aromaticas volatiles
gue poseen la mayoria de especie vegetal.

Antibacteriana:
Aquel gue sirve para combatir las infecciones causadas por bacterias.

Bacteriostatico:

Sustancia que no produce la muerte a una bacteria pero impide su
reproduccion.

Biodisponibilidad:

Hace referencia a la velocidady a la cantidad con las cuales un farmaco es
absorbido y alcanza su punto de accién en el organismo.

Carbunco:

Enfermedad infecciosa y contagiosa, producida por una bacteria, que padecen
los animales, en especial el ganado bovino y ovino.

Compuestos Hidrofilos:
Es una sustancia que tiene afinidad por el agua.
Enfloracion:

Extraccion en frio de la esencia de una flor mediante el contacto de una materia
grasa.

Hidrodestilacion:

Es uno de los métodos de extraccion de aceites esenciales en el cual el material
vegetal se encuentra sumergido en agua en ebullicion.

Inmiscible:

Que no puede ser mezclado.
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Isotrépica:

Verse igual en todas direcciones sin importar la posicion del o los observadores
gue se encuentren en él.

Serendipia:

Es un descubrimiento o un hallazgo afortunado, valioso e inesperado que se
produce de manera accidental o casual.

Sésiles:

Se suele utilizar en botanica para expresar la falta de un 6rgano que sirva de pie
0 soporte.

Surfactante:

Los surfactantes, que también se denominan tensioactivos o tensoactivos, se
componen de partes hidréfobas (que rechazan el agua) y partes hidréfilas (que
son solubles en agua).

Sustancias aromaticas:
Son compuestos volatiles que se detectan con los receptores olfatorios.
Viscosidad:

Consistencia espesa y pegajosa de una cosa.
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ANEXOS

Anexo |. Identificacién y descripcion de la especie por el Herbario Guay

Herbario GUAY
Facultad de Clencias Naturales
Unmversidad de Guayagquid

De: Bl Xawer Carnejo, curador asociado

Para: Dra. Carmen Bonifaz, Decana Fact. CCNN y Directora Herbario GUAY
Fecha: Miércoles, 9 de Mayo de 2018

Asunto: Mentificacitn de especimen y descripodn de la espece

Registre GUAY de idenuficacion: G69

Sakudas cordiales. Por medio de 1a presente se antraga la dentificacdn y descapcion
mociolagica de 1 colecditn de plama vascular, recibida en ef Herbario GUAY ef dia Martes 8 de
Mayo B2l alo an curso. La identficacidn de la muestra, ha sido sohotada por Q. F. Carclna
Santiage Dugarte, medeante oficio dingido a usted con fecna 23 de Abril de 2018, para el
proyecto de investigacion:  Efecto de la actividad antimicrebiana del acete esenoal de eucalipto
@n sistemas de liberaoon prolongads , concermente al trabajo de titulacion de las estudiantes
Lauro Fermande Palma Cajape y Javier Ernesto Castro Zambtirano, pertenacientes al décimo
semestre de la carrera de Quémica y Farmacia de la Facultad de Gencias Quimicas de b
Unewersidad de Guayaquil

Atentameonte,

~
- -
Badl. Xavier Cornejo

Curador Merbana GUAY

Ady: Identficacan
cc. Herbario GUAY

~~ e S
Cirnes™ *

I

' = .‘:..;.pfb)

1
Av. Juan Tarca Marengo v Av, Gdmez Lince 5.0, e
P.O. Box 02-01-10634 4
Guayaqusl-Ecuadar



Herbario GUAY

Facultad de Clentas Naturales
Unnersdad de Guayaquil

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnolsdae Novik ex. Takht
Superarden: Rasanae Takht.

Orden: Myrtales Juss. ox Bercht. & J. Pres|
Famdia: Myrtaceae Juss

Género. Evcalyptus L Her

Nombre cientifico: Eucolyprus giobulus Label

Nambre vernaculo: Eucalipta

Descripcidn taxontmica:

Arbol; ramas termirales con tallos fuertemente tetragonales cubiertos por un Incumenta
blanquenpso. Mojas simples, cpuestas, sesiles; lamina cartacea, lanceciada, ca, 8-15 x 4-7 om,
base cordada, apice agudo hasta obtuso, glauca y glabea en el envés, Flores y frutos no vis1os.

PEEITT AT Bl e n—

Ay, Juan Tanca Marengo v Av. Gomes Lince s.n.
PO Box(09-01-10634
Guayaouill-Ecuador
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Anexo Il. Extraccion del aceite esencial de Eucalyptus globulus L.

1) Material Vegetal en el
balon de destilacion

3) Obtencion del aceite
esencial de Eucalyptus
globulus Labill

2) Montaje del equipo
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Anexo lll. Preparacion de los sistemas de liberacion prolongada

2) Aceite esencial de

1) Tensoactivo
E.globulus L.

3) Agua destilada

4) Agitaciéon manual de los 5) Resultado final de los
componentes sistemas preparados
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Anexo IV. Observaciones del microscopio de luz polarizada

-
ol —

Sstema 24. Campo oscuro Sstema 25. Campo oscun Sstema 26. Campo oscuro

Sotema 27. Campo oscuro Sistema 28, Estrias Sstema 29. Cruz de malta

’

_— | —

Sistema 30. Campo oscuro Sstema 31 Cruzde malta Sistema 32. Cruz de malta

L
C—

Sstema 33. Campo oscuro

Sstema 34, Cruz de malta Sstema 35. Campo oxcwro

Sstema 36. Campo oscuro
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Anexo V. Evaluacién antibacteriana

1) Colocacioén de discos

2) Impregnacion de discos
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3) Medicion de halos de inhibicién

Anexo VI. Resultados de la evaluacién antibacteriana

1) Staphylococcus aureus frente a ME 26, ME26* y Tween 80
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2) Staphylococcus aureus frente a control positivo

3) Staphylococcus aureus frente a ME 24, ME24*
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5) Escherichia coli frente a ME 26, ME26* y Tween 80
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6) Escherichia coli frente a control positivo
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