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Resumen: Efecto de Zingiber officinale Roscoe y su componente 6-shogaol contra
microorganismos resistentes y su dafio genético en estudios in vitro.

Introduccion.

Zingiber officinale Roscoe (ZOR) es una planta perene que pertenece a la familia de las
Zingiberaceae. Originaria del este y sureste de Asia, se ha utilizado en la medicina tradicional
china desde hace 2500 afios. Estudios recientes han encontrado més de 400 componentes
bioactivos en ZOR, dentro de los cuales 194 son aceites volatiles, 85 tipos de gingerol y 28 tipos
de compuestos diarilheptanoide que brindan un amplio espectro antimicrobiano contra diferntes
microorganismos (Mele, 2019, Wang et al., 2017). Se ha evaluado la actividad antimicrobiana del
aceite esencial, las oleorresinas y los extractos de ZOR conviritiendolo en una interesante
alternativa a los antimicrobianos sintéticos (Vawazola et al., 2018, Sadidharan et al., 2010; Sharma

et al., 2016; Panpatil ef al, 2013; Yousfi et al., 2021).

Planteamiento del problema.

Estudios realizados en paises en desarrollo reportan que del 6 al 24% de las consultas se deben a
enfermedades cutaneas y el 60% de los sujetos atendidos son personas en edad pedriatrica.
(Gonzales et al., 2019). Los tratamientos habituales se han vuelto ineficaces desencadenando la
persistencia de infecciones. Ademas diversos microorganismos han desarrollado mecanismos de
resistencia frente a los antimicrobianos que podrian desencadenar consecuencias importantes en

salud publica (Conejo y Morada, 2016).

Objetivo.

La presente investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto antimicrobiano del aceite esencial
de Zingiber officinale roscoe y cuatro metabolitos aislados mediante el método de Kirby Bauer
para determinar su capacidad inhibitoria frente a microorganismos causantes de infecciones en la

piel.

Metodologia.

Este trabajo se realizd en el laboratorio de investigacion, area de Biotecnoambiental de la
Universidad Popular Auténoma del Estado de Puebla, con una duraciéon de veinte meses, en los
cuales se extrajo el aceite esencial de Zingiber officinale roscoe y se purificaron cuatro metabolitos

mediante técnicas cromatograficas para realizar las pruebas antimicrobianas, concentraciones
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minimas inhibitorias, ademas de pruebas citotdxicas y genotoxicas in vitro. Los microorganosmos
evalualdos fueron cepas ATCC y de aislamiento clinico previamente caracterizadas y
proporcionadas por el laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado de Puebla. Dichos
microorganismos fueron propuestos como bacterias, levaduras y hongos causantes de infecciones
en la piel. Los estudios espectrofométricos de Infrarrojo y Resonancia magnética nuclear 'H, 13C
y 2D RMN fueron realizados en las intalaciones del Centro de Servicios de Alta Tecnologia de

UPAERP y el laboratorio de Ingenieria Quimica BUAP respectivamente.

Resultados.

El extracto de Zingiber officinale y metabolitos aislados muestran actividad antimicrobiana con
halos de inhibicion que van de de 8-11 mm contra los microorganismos evaluados, excepto para
P.aeruginosa multiresistente. La concentraciéon minima inhibitoria del metabolito M11 fue de
1.349 £0.32 y 1.425 £0.15 para la cepa S. aureus ATCC y la cepa resistente S. aureus CE12/04.
Para el metabolito M8 los valores obtenidos para la concentracién minima inhibitoria fueron
similares, para la cepa C. albicans ATCC el valor obtenido fue de 2.112 +0.37, mientras que para
la cepa C. albicans 619150 fue de 2.463 +0.87. Al realizar la comparacion entre los valores
obtenidos de las concentraciones entre S. aureus ATCC'y P. aeruginosa ATCC, se requiere mayor
concentracion de los metabolitos para P. aeruginosa ATCC M1( CMI=2.118 +0.03) , M4
(CMI=1.624 +£0.21) y M8 (CMI=1.698 +0.03). Sin embargo para el metabolito M11 se obtuvieron
valores similares de 1.349 +0.32 y 1.423 +0.12 para la cepa S. aureus ATCC'y P. aeruginosa ATCC
respectivamente. El extracto de rizoma muestra efecto téxico y genotoxico en todas las
concentraciones (> 1000 ug/ml) pero no se observaron estos efectos en los metabolitos aislados a
concentraciones inferiores a 30 ug/ml. Mediante las pruebas espectrofotométricas de IR y RMN

se determind que el metabolito M8 corresponde al 6-shogaol.

Conclusiones.

Los ensayos de suceptibilidad antimicrobiana muestran que S. aureus ATCC muestra mayor
sensibilidad a los metabolitos M1, M4 y M8 respecto a P. aeruginosa ATCC. Los ensayos de
citotoxicidad y genotoxicidad muestran que los metabolitos puros presentan estos efectos
dependiendo de la concentracion. Estos metabolitos pueden ser aprovechados para desarrollar
productos biotecnologicos coadyuvantes en el tratamiento de infecciones cutaneas causadas por

bacterias gram positivas y levaduras.
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Summary: Effect of Zingiber officinale roscoe and its component
6- shogaol against resistant microorganisms and their genetic
damage in in vitro studies.

Introduction.

Zingiber officinale Roscoe (ZOR) is a perennial plant that belongs to the Zingiberaceae family.
Native to East and Southeast Asia, it has been used in traditional Chinese medicine for 2,500 years.
Recent studies have found more than 400 bioactive components in ZOR, among which 194 are
volatile oils, 85 types of gingerol and 28 types of diarylheptanoid compounds that provide a broad
antimicrobial spectrum against different microorganisms (Mele, 2019, Wang et al., 2017). The
antimicrobial activity of the essential oil, oleoresins and ZOR extracts has been evaluated, making
it and interesting alternative to synthetic antimicrobials (Vawazola ef al., 2018, Sadidharan et al.,

2010; Sharma et al.2016; Panpatil et al., 2013; Yousfi et al., 2021).

Problem Statement.

Studies carried out in developing countries report that from 6 to 24% of consultations are due to
skin diseases and 60% of the subjects attended are people od pediatric age (Gonzales et al., 2019).
The usual treatments have become ineffective, triggering the persistence of infections. In addition,
various microorganisms have developed resistance mechanisms against antimicrobials that could

trigger important consequences in public health (Conejo y Morada, 2016).

Objective.
The present investigation aims to evaluate the antimicrobial effect of the essential oil of Zingiber
officinale roscoe and four metabolites isolated by the Kirby Bauer method to determine its

inhibitory capacity against microorganisms that cause skin infections.

Methodology.

This work was carried out in the research laboratory, Biotechno-environmental area of the
Universidad Popular Autonoma del Estado de Puebla, with a duration of twenty months, in which
the essential oil of Zingiber officinale rosce was extracted and four metabolites were purified by
chromatographic techniques to perform antimicrobial tests, concentrations minimal inhibitory

tests, and in vitro cytotoxic and genotoxic test. The microorganisms evaluated were ATCC and
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clinical isolation strains previously characterized and provided by the State Public Health
Laboratory of the state of Puebla. These microorganisms were proposed as bacteria, yeasts and
fungi that cause skin infections. Infrared spectrophotometric studies and 'H, '3C and 2D NMR
nuclear magnetic resonance were carried out at the facilities of the UPAEP high technology

services center and the BUAP chemical engineering laboratory, respectively.

Results.

The Zingiber officinale extract and isolated metabolites show antimicrobial activity, the zone of
inhibition was measured with a manual scaler ranging fom 8-11 mm against Grampositive and
Gramnegative bacteria, fungi and yeasts evaluated, except for multiresistant P. aeruginosa. The
phytochemical test indicates that the isolated metabolites M8 and M11 belong to the group of
terpenes. The minimum inhibitory concentration of the M11 metabolite was 1.349 + 0.32 and
1.425+ 0.15 for the S. aureus ATCC strain and the resistant S. aureus CE12/04 strain. For the M8
metabolite, the values obtained for the minimum inhibitory concentration were similar, for the C.
albicans ATCC strain the value obtained was 2.112 +0.37, while for the C. albicans 619150 strain
the value was 2.463 £+ 0.87. The comparison of the values obtained from the concentrations
between S. aureus ATCC and P. aeruginosa ATCC, a higher concentration of metabolites is
required for P. aeruginosa ATCC M1 (CMI=2.118 = 0.03), M4 (CMI=1.624 £ 0.21) y M8 (CMI=
1.698 + 0.03). However, for the M11 metabolite, similar values of 1.349 + 0.32 y 1.423 = 0.12
were obtained for the strain S. aureus ATCC, respectively. The rhizome extract shows toxic and
genotoxic effects at all concentrations (> 1000 ug/ml) but these effects were not observed in the
metabolites isolated at concentrations below 30 pg/ml. The M8 metabolite was determinated

corresponds to 6-shogaol through IR and NMR spectrophotometric tests.

Conclusions.

Antimicrobial susceptibility assays show that S. aureus ATCC shows greater sensitivity to the
metabolites M1, M4 and M8 compared to P. aeruginosa ATCC. Cytotoxicity and genotoxicity
assays show that the pure metabolites can be used to develop coadjuvant biotechnological products

in the treatment of skin infections caused by grampositive bacteria and yeasts.
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1  CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 Introduccion

Zingiber officinale Roscoe es una de las plantas medicinales mas consumidas a nivel
mundial (Beristain et al., 2019, Lui et al., 2019). Ha sido utilizado en la medicina
tradicional china hace unos 2500 afos. Los rizomas frescos triturados se aplican
externamente para tratar el dolor de cabeza y su mezcla con sal negra y limon se usa
para combatir las nduseas en la India y Nepal. Ademas se ha utilizado para aliviar el
mareo y las nduseas matitunas durante el embarazo y reducir los colicos estomacales

en Estados Unidos (Semwal et al., 2015).

Estudios recientes han encontrado mas de 400 componentes bioactivos en los
rizomas de Zingiber officinale, su composicion quimica incluye 194 tipos de aceites
volatiles, 85 tipos de gingerol y 28 tipos de compuestos de diarilheptanoide que
brindan un amplio espectro antimicrobiano contra diferentes microorganismos, sin
embargo los principales compuestos bioactivos son los gingeroles y shogaoles

(Mele, 2019; Wang et al., 2017).

Ambos exiben una serie de actividades farmacoldgicas pero la mayoria han sido
atribuidas al 6-gingerol. El estudio de Suk et al, 2016 muestra que el 6-Shogaol tiene
un efecto antiadipogénico mas potente ue el 6-gingerl, en adipocitos 3T3-L1 se ha
observado que inhibe la expresion de PPARy t C/EBPa dos reguladores de la

adipogénesis y también estimulan la lip6lisis.

Ademas el 6-Shogaol se considera un agente terapéutico eficaz para el tratamiento
de enfermedades neurodegenerativas (Park et al., 2013; Sapkota et al, 2019) con un
mejor efecto que su analogo 6-gingerol al inhibir la liberacion de 6xido nitirico y la
expresion de la enzima 6xido nitrico sintasa inducida por lipopolisacéarido en la
activacion de microglia en BV-2 y cultivos de células microgliales primarias (Ha et

al., 2012).
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Numerosos estudios in vitro han evaluado la actividad antimicrobiana del aceite
esencial, oleorresinas y extractos de Zingiber officinale (Bellik et al., 2014;
Debbarma et al., 2013; Vawazola et al.,2018; Sadidharan et al., 2010; Sharma et al.,
2016; Panpatil et al., 2013; Yousfi et al., 2021). La relacion sinérgica entre los
compuestos fenolicos, P-sesquiphellandrene, cis-caryophillene, zingiberene, a-
farnesene, a- y P-bisabolene son los responsables de este efecto y lo convierte en

una interesante alternativa a los antimicrobianos sintéticos (Hasan et al., 2012).

1.2 Problematica

Las infecciones cutaneas son un motivo frecuente de consulta en la practica diaria
de medicina general o dermatologia (Machet et al., 2018). Estudios realizados en
paises en desarrollo reportan que del 6 al 24% de la consulta pediatrica a nivel
mundial se debe a enfermedades cutaneas y que hasta el 60% de los sujetos atendidos

en la consulta dermatoldgica son personas en edad pediatrica (Gonzales et al., 2019).

Las bacterias mas frecuentes que causan enfermedades en la piel son S. aureus y S.
pyogenes (Conejo y Moraga, 2016; Esperbet y Migliorati, 2017; Farina et al., 2017;
del Tanago et al., 2017; Dreno, 2019).

En los ultimos cuatro afios ha crecido la preocupacion por la resistencia
antimicrobiana, siendo el microorganismo mas emergente Staphylococcus aureus
resistente a meticilina; esto se debe a que en la actualidad es una de las principales
causas de infecciones adquiridas en comunidad (Pintado 2016; Esperbent y
Migliorati, 2017; Farifa et al, 2017). Particularmente Staphylococcus aureus
codifica una enzima Unica SaHPPK (6-Hidroximetil-7,8-dihidropterina
pirofosfoquinasa) contra la cual no hay antibidticos reportados (Haag et al., 2012;

Shi et al., 2012; Foster, 2017).

Los tratamientos habituales se han vuelto ineficaces desencadenado la persistencia

de infecciones, las cuales podrian volverse incontrolables. Otras consecuencias que
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ha traido es el aumento en las estancias hospitalarias, costos médicos y mortalidad

(Pintado, 2016; OMS, 2018).

Laresistencia a los antimicrobianos es progresiva y constituye un problema sanitario
de primera magnitud, tanto para bacterias gramnegativas y grampositivas. Dichas
bacterias resistentes son causantes de infecciones asociadas a una alta mortalidad y
prolongada estancia hospitalaria que conlleva a un elevado coste econdmico

(Pintado, 2016).

Acabar con el problema de la resistencia antimicrobina no es posible, sin embargo,
esta latente amenaza si puede convertirse en un problema manejable. (Farina et al.,

2017)

Dada la situacion antes descrita, se plantea la siguiente pregunta de investigacion:
(Los metabolitos secundarios de Zingiber officinale tienen actividad antimicrobiana

contra patdogenos multiresistentes causantes de infecciones de la piel?

1.3 Justificacion

Diversos microorganismos como bacterias, virus y algunos parasitos han
desarrollado mecanismos que impiden que los llamados antimicrobianos como
antibidticos, antiviricos y antipalidicos actuen sobre ellos. Esta capacidad es

denominada resistencia a los antimicrobianos o farmacoressistencia (OMS, 2017).

En los ultimos afios, la cantidad y el tipo de microorganismos resistencientes se han
visto incrementados; desencadenando un aumento en el nimero de casos en
infecciones tales como neumonias, tuberculosis, gonorrea y salmonelosis o
enfermedades de transmision alimentaria, las cuales son cada vez mas dificiles de

tratar (OMS, 2018; Gonzales et al., 2019).
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Este problema se esta produciendo en todo el mundo y a su vez disminuye la
capacidad para tratar las enfermedades infecciosas; sin duda la resistencia a los

antibioticos es un tipo de farmacorresistencia que mas urge atajar (OMS, 2015).

Estimaciones hechas por la Organizacion Mundial de la Salud indican que para el
2050 se podrian tener consecuencias importantes en la salud publica y actividades

agropecuarias (Esperbet y Migliorati., 2016).

Durante la 68 * Asamblea Mundial de la Salud celebrada en Mayo 2015, la
Organizacion Mundial de la Salud aprob6 un plan de acciéon mundial para luchar

contra la resistencia a los antimicrobianos y la resistencia a los antibidticos.

Dos de los cinco puntos que plantea la Organizaciéon Mundial de la Salud en su plan
de accién mundial sobre la resistencia a los antimicrobianos sefialan reforzar los
conocimientos a través de la vigilancia y la investigacion. Asi mismo, aumentar la
inversion en nuevos medicamentos, medios de diagnostico vacunas y otras

intervenciones (OMS, 2015).

Las empresas farmacéuticas que invierten en recursos para investigar nuevas
moléculas de antibidticos son pocas, ya que no lo consideran rentable, ademas el
mal uso y abuso de éstos favorece que nuevamente las bacterias generen
mecanismos para evitar su accion. Todo esto ha propiciado que en las ultimas tres
décadas no se halla descubierto ninguna nueva familia de antibiotico (Pintado 2016;

Esperbent y Migliorati, 2017; Farifia et al., 2017).

Si bien existen algunos antibioticos nuevos en fase de desarrollo, se pronostica que
ninguno de ellos sea eficaz contra las formas mas peligrosas de algunas bacterias

resistentes (OMS, 2018).

En los ultimos afios se ha propuesto desarrollar formulaciones derivadas del aceite
esencial de Zingiber officinale, ya que los productos naturales tienen mucha

aceptabilidad en el mercado nacional e internacional (Vera, 2018).
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Una materia prima como el jengibre que es un producido en nuestro pais, requiere
de un proceso de innovacion dandole valor agregado. El aceite de jengibre es muy
cotizado en el mercado internacional, debido a sus multiples aplicaciones en la
cosmética, sector médico y alimenticio. Se utilizan en perfumes, cosméticos,
productos de bafo y limpieza, aromatizar bebias y alimentos e incluso para la

conservacion de éstos (Lemma & Egza , 2019).

Desde la antigiiedad ha sido utilizado como planta medicinal, ya que los rizomas
contienen compuestos activos y con diversos efectos farmacoldgicos como
antioxidante, analgésico, antiinflamatorio, antibacteriano, anticancerigeno y
antipirético. (Zambrano-Blanco, 2015; Estrada y Romero, 2017; Limache, 2017;
Pratap et al., 2017; Quispe y Huamani, 2018; Castelan y Ponce, 2020).
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad antimicrobiana de Zingiber officinale roscoe y sus metabolitos
frente a bacterias resistentes causantes de infecciones en la piel y sus efectos

citotoxicos y genotoxicos en estudios in vitro.

1.4.2 Objetivos especificos

1.4.2.1 Extraer los compuestos activos de Zingiber officinale roscoe por maceracion
utilizando los disolventes agua, etanol y diclorometano para medir su capacidad de

extraccion.

1.4.2.2 Purificar los metabolitos secundarios por cromatografia en capa fina y

cromatografia en columna para medir su actividad antibacteriana y antifungica.

1.4.2.3 Caracterizar los compuestos extraidos mediante pruebas fitoquimicas y técnicas
espectrofotométricas de Infrarrojo y Resonancia Magnética Nuclear de 1H, 13C y

COSY para identificar el metabolito secundario activo.

1.4.2.4 Evaluar la capacidad antibacteriana y antifungica del extracto y metabolitos
secundarios contra cepas tipo y de aislamiento clinico causantes de infecciones en la

piel por el método de Kirby-Bauer.

1.4.2.5 Determinar la concentracion minima inhibitoria del metabolito secundario activo
contra cepas tipo y de aislamiento clinico causantes de infecciones en la piel por el

método de microdilucion.
1.4.2.6 Evaluar la genotoxicidad y citotoxicidad de Zingiber officinale roscoe y sus

metabolitos secundarios en Allium sativum para determinar la toxicidad que

presentan.
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1.5 Hipaotesis

Los metabolitos secundarios de Zingiber officinale roscoe tienen actividad
antimicrobiana contra patogenos resistentes causantes de infeciones de la piel y no

generan dafios genotdxicos y citotdxicos.
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2 CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Zingiber officinale

Es una planta herbacea perene que pertenece a la familia de las zingiberaceas
(Castelan y Ponce, 2020). Debido a que su semilla posee una hoja embrionaria o
cotiledon, es clasificada como una planta monocotiledonea. Se cultiva en areas
tropicales y su tallo subterrdneo denominado rizoma es la parte til y comercializada
(Quispe y Huamani, 2018).

Su taxonomia se indica en la siguiente tablal.

Tabla 1. Taxonomia de Zingiber officinale.

Taxonomia

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Zingiberales
Familia Zingiberaceae
Género Zingiber
Especie Zingiber officinale

Quispe y Huamani, 2018

Fue descubierta hace mas de 2500 afios, sin embargo el origen de las distintas especies
del género Zingiber es incierto, diferentes autores senalan al Sudeste asiatico como
origen y a partir de ahi se despersaron por regiones tropicales y subtropicales del
mundo (Méndez y Amaya, 2015; Zambrano-Blanco, 2015; Kanadea y Bhatkhandeb,
2016; Estrada y Romero, 2017; Limache, 2017; Pratap et al., 2017; Quispe y
Huamani, 2018; Castelan y Ponce, 2020).

Es una planta naturalizada en Jamaica, Africa, en las Indias occidenales, México y en

la Florida (Estrada y Romero, 2017; Limache, 2017).
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Los principales productores de esta planta son China y la India, aunque Jamaica
presenta cultivos de mejor calidad (Limache, 2017; Quispe y Huamani, 2018; Vera,
2018; Jacome, 2019). De todas las especies de Zingiber, el rizoma de Zingiber
officinale es el mas utilizado como especia para sazonar alimentos debido a su sabor
y aroma caracteristicos, también se emplea como aditivo alimentario en diversos

alimentos y bebidas (Kanadea y Bhatkhandeb, 2016).

Es comunmente llamado Jengibre, palabra derivada del séancrito y significa
corniforme. Otros nombres comunes que recibe son ajengibre (Cuba), Kion (Pert),
jengibre dulce (Puerto Rico), gingembre (Antillas Francesas), mangaratia (Portugal)
y shengjian (China) (Méndez y Amaya, 2015; Estrada y Romero, 2017; Limache,
2017; Quispe y Huamani 2018).

Es un producto que se consume poco en trozos frescos o polvo seco para condimentar,
rodajas en almibar o dulces cristalizados (Limache, 2017); no obstante la manera de
consumirlo no permite explotar en su totalidad sus propiedades (Castelan y Ponce,

2020).

Su olor dulce con notas de madera y sabor ligeramente amargo y picante caracteristico
se deben a una mezcla de compuestos aromaticos, son sustancias fenodlicas conocidas
colectivamente como gingeroles (Méndez y Amaya, 2015; Wang et al, 2015;

Limache, 2017; Pratap et al., 2017).

Desde la antigliedad ha sido empleado con fines medicinales en la atencioén primaria
de salud en la antigua India y China (Pratap et al., 2017). Los productos
comercializados a partir de esta planta son aceites esenciales y oleorresinas con
aplicaciones en la industria alimentaria y farmacéutica; empleandolos en perfumes,
cosméticos, productos aromaticos y de limpieza (Méndez y Amaya ,2015; Castelan y

Ponce, 2020).

La parte medicinal de Zingiber Olfficinale es el rizoma, ya que contiene fitoquimicos

que presentan propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias y
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anticancerigenas (Méndez y Amaya, 2015; Wang et al., 2015; Zambrano-Blanco,
2015; Estrada y Romero, 2017; Guitiérrez y Neyra, 2017; Limache, 2017; Pratap et
al., 2017; Quispe y Huamani, 2018; Castelan y Ponce, 2020).

2.1.1 Caracteristicas botanicas

Posee raices tuberculosas que presentan forma de mano, denominados rizomas, son
gruesos, carnosos y nudosos con dimensiones de entre 10 y 30 cm. Presentan una
corteza de color gris amarillento con rugosidades transversales y un color amarillo en
su interior; son muy aromaticos y poseen sabor picante (Herrdiz, 2016; Morales,

2017; Quispe y Huamani, 2018; ).

De los rizomas surgen los tallos de entre 60 - 90 cm de altura, de color rojizo envueltos
por hojas que también brotan del rizoma, presentan un color verde claro, son
subsésiles y lanceoladas de 10-20 cm de largo por 2-3 cm de ancho. Se desarrollan de
forma alterna ya que nunca crecen una opuesta a la otra, su forma es estrecha y lineal
formando un 4ngulo de 180° ademas desprenden un aroma agradeble (Herraiz, 2016;
Guitiérrez y Neyra, 2017; Morales, 2017; Pratap et al., 2017, Quispe y Huamani,
2018).

También surgen tallos florales a partir del rizoma, los cuales no poseen hojas y en el
extremo desarrollan un conjunto pequefias flores asimétricas agrupadas de colores
blanco, amarilo y violeta de aspecto similar a los lirios. Se encuentran dispuestas en
espigas conicas de 4-6 cm de largo, estas espigas estan formadas por hojas de aspecto
similar a las escamas, denominas bracteas que protejen a las flores y pueden
desarrollar una o mas flores cada una (Herraiz, 2016; Guitiérrez y Neyra, 2017;
Quispe y Huamani, 2018). En la siguiente figura 1 se ilustran las partes de Zingiber

officinale.
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Figura 1. Partes de Zingiber officinale.

a) Rizomas b) Tallos
c)Espigas conicas d) Flores

2.1.2 Rizomas

Los rizomas se componen de carbohidratos, siendo el almidon es el componente mas
rico, ya que presenta 40-60% p/p del rizoma seco (Guitiérrez y Neyra, 2017). Otros
componentes predominantes son proteinas, lipidos y fibra. Los porcentajes en que se
encuentran presentes varian deacuerdo a la madurez de los rizomas, siendo de 6.2 -
19.8% para proteinas, 5.7 - 14.5% para lipidos y 1.1 - 7.0% para la fibra. Ademas
contiene oleoresinas en un 4 - 7.5% y aceites esenciales 1 - 3%, los cuales pueden ser
extraidos con solventes o destiacion al vapor (Pratap et al., 2017; Guitiérrez y Neyra,

2017).

En cuanto a su composicion nutricional, el rizoma es un excelente fuente de fibras
dietéticas, grasas, proteinas, vitaminas y minerales. El tipo, variedad, métodos de
extraccion y condiciones de almacenamiento pueden variar el pérfil nutricional de los

rizomas.

26



A continuacion se muestra en la tabla 2 el perfil nutriconal del rizoma de Zingiber

Officinale.

Tabla 2. Perfil nutricional de Zingiber officinale

Componente Ejemplos Cantidad
Agua 789 ¢g
Proteina 1.8 ¢
Carbohidratos Carbohidratos totales 18 g
Fibra dietetica 2g
Azlcar 1,7¢
Grasas Grasa total 750 mg
Grasa saturada 203 mg
Grasa monosaturada 154 mg
Grasa poliinsaturada 154 mg
Acidos grasos Omega-3 34 mg
Acidos grasos Omega-6 120 mg
Vitaminas Vitamina C 5 mg
Vitamina E 260 mcg
Vitamina K mcg
Tiamina 25 mcg
Riboflavina 34 mcg
Niacina 750 mcg
Vitamina B6 160 mcg
Acido folico 11 mecg
Acido pantoténico 203 mcg
Colina 28,8 mg
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Minerales Calcio 16 mg

Hierro 600 mcg
Magnesio 43 mg
Fosforo 34 mg
Potasio 415 mg
Sodio 13 mg
Zinc 340 mcg
Cobre 226 mcg
Manganeso 229 mcg
Selenio 0.7 mecg

Valor nutricional por cada 100g de hengibre.

2.1.3 Siembra

Para la siembra de Zingiber Officinale se requieren suelos profundos, libres de rocas
y buen drenaje con temperaturas de entre 25 °Cy 26 °C para su crecimiento (Méndez
y Amaya, 2015). Se requiere de climas tropicales humedos, con precipitaciones de
200 L/ m? (Limache, 2017), y sombra parcial o sol filtrado (Quispe y Huamani, 2018).
Ademas deben ser ricos en materia organica y contar con un pH entre 5.5 y 6.5

(Méndez y Amaya, 2015).

Zingiber officinale no produce semilla, su propagacion es vegetativa por medio de los
rizomas; para que sean empleados en la siembra deben tener al menos 3 estructuras
especiales denominadas yemas que se encargan de la propagacion vegetativa; deben
ser colocados a 15 - 20 cm de profundidad y a una distancia de 30 - 40 cm entre cada
rizoma (Méndez y Amaya, 2015). La distancia de siembra méas comun entre surcos es
1.20 m, llegando a alcanzar con este sistema una densidad de 20,7050 plantas por

hectarea (Morales, 2017).
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2.1.4 Cosecha

La época mas recomendable para la siembra son los meses de marzo a mayo, siendo
los meses de julio a febrero donde exite una alta cosecha, aunque el resto de los meses
también existe en menor cantidad (Quispe y Huamani, 2018). Cuando sus hojas se
amarillan y marchitan despues de la floracion, esta listo para ser recolectado (Morales,
2017). Sin embargo en algunas zonas productoras, la floracion no se da, por lo que es
necesario considerar de 7 a 10 meses entre la plantacion y recoleccion (Méndez y

Amaya, 2015).

Factores como la luz, calor, humedad y disponibilidad de nutrientes pueden afectar el
desarrollo de esta planta, asi mismo la naturaleza del suelo, las condiciones ecologicas
y atencion prestada influyen en los rendimientos y calidad del producto obtenido

(Morales, 2017).

2.1.5 Produccion

Los principales productores son China y la India, seguidos por el Norte de Australia,
Hawai e Indias Occidentales (Limache, 2017, Quispe y Huamani, 2018). Siendo
Australia, India y Jamaica los paises que producen las variedades més caras y de
mejor calidad; mientras que China y Perti producen las mas comercializadas

(Guitiérrez y Neyra, 2017; Limache, 2017).

La produccion mundial de Zingiber officinale en el 2016, fue liderada por China con

un 42%, seguida por Peru con un 41% (Agroexportaciones, 2017).

México es un pais con diversidad de ecosistemas que reunen las caracteristicas
necesarias para el cultivo de jengibre (Castelan y Quiroz, 2020). A pesar de esto,la

produccion anual de jengibre en nuestro pais ha tenido fluctuaciones ya que para los
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afios 2016,2017 y 2018 se produjeron 1,084.08 toneladas, 2,585.14 toneladas y 1,080

tonelas respectivamente (Forbes, 2018).

2.1.6 Propiedades farmacologicas

La parte medicinal de Zingiber Officinale es el rizoma, ya que contiene fitoquimicos
que presentan propiedades farmacolégicas y antimicrobianas importantes
(Zambrano-Blanco, 2015; Estrada y Romero, 2017; Limache, 2017; Pratap et al.,
2017; Quispe y Huamani, 2018; Castelan y Ponce, 2020).

Dentro de los fitoquimicos se incluyen componentes volatiles: canfeno, f-felandreno,
curcumeno, cineol, acetato de geranilo, terpineol, borneol, geraniol, limoneno, /-
elemeno, zingiberol, linalool, a-zingibereno, f-sesquiphellandreno, S-bisarenol, z-
biberenoleno, z y a-Farnesene (Wang et al., 2015; Pratap et al., 2017) ; y fitoquimicos
no volatiles como gingeroles, shogaoles, paradols y zingerone (Quispe y Huamani,

2018).

Siendo el -6-gingerol (1- [4’-hidroxi-3’-metoxifenil]-5-hidroxi-3-decanona) el
compuesto mas abundante y farmacoldgicamente activo (Wang et al., 2015); ya que
posee propiedades anticancerigenas, antioxidantes, antiinflamatorias, antiagregantes
plaquetarias, antibacterianas y antimicodticas (Ghasemzadeh y Rahmat, 2015; Wang
et al., 2015; Kanadea y Bhatkhandeb, 2016; Bhattarai ef al., 2018; Lemma y Egza,
2019).

Sus usos medicinales son diversos como antiinglamatorio y analgésico, ya disminuye
la sintesis de prostaglandinas mediante la inhibicion de las ciclooxigenasas 1 y 2
(Herraiz, 2016) ; por lo que es empleado para aminorar sintomas de dolor e
inflamacién en procesos como artritis, dolores de espalda y articulaciones, colicos

mestruales y migrafias (Quispe y Huamani, 2018).
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Es empleado para aliviar sintomas de resfriado debido a las propieades
antihistaminicas, antitusivas y antipiréticas que presenta (Wang et al., 2015; Quispe

y Huamani, 2018).

Presenta otras propiedades como antiespasmoédico y estimula la motilidad; estimula
el metabolismo, facilita la digestion, elimina la hinchazon, gases y dolor adbominal.
Ademas se ha visto que puede controlar la glucosa, lo que epuede regular el nivel de

ansiedad por comer (Quizpe y Huamani, 2018).

Mediante ensayos clinicos, se ha respaldado el uso de preparaciones de Zingiber
Officinale para prevenir el mareo y vomitos durante el embarazo. Sin embargo la
evidencia es ambigua para el empleo en transtornos musculoesqueléticos (Hérraiz,

2016).

Estudios realizados en poblacion del sudeste asidtico muestran un riesgo menor a
padecer cancer de colon, grastrointestinal, de prostata y de mama; esto es atribuido a
la dieta rica en frutas, verduras y sustancias fendlicas de plantas medicinales (Wang

et al., 2015).

2.2 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son compuestos formados por componentes organicos volatiles
como alcoholes, acetonas, cetonas, ésteres, aldehidos; los cuales son producidos y
almacenados en canales secretores de diferentes partes de las plantas como hojas,

tallos, raices, flores, cdscaras de frutos y cortazas (Herraiz, 2016).

Los aceites esenciales constituyen del 0,1 al 1% del peso seco de la planta. Son
liquidos que poseen escasa solubilidad en agua pero son solubles en alcoholes y
disolventes organicos (Quispe y Huamani, 2018). La mayoria presenta una densidad
menor a la del agua pero mayor viscosidad y un alto indice de refraccion (Limache,

2017; Quispe y Huamani, 2018).
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Son inflamables e inocuos mientras las dosis administradas no superen los limites de
toxicidad. Presentan degradacion quimica en presencia de luz solar, aire, calor, 4cidos
y bases fuertes (Quizpe y Huamani, 2018).

La agencia de drogas y Alimentos de EEUU los ha aceptado como sustancias seguras

(GRAS) (Code of Federal Regulations, 2019).

El uso principal de los aceites esenciales es en la produccion de cosméticos, jabones,
colonias, perfumes, cremas dentales, enmascaradores de olores en procesos
industriales como plasticos y punturas, o para impregnar fragancias a targetas, papel
higiénico o toallas faciales; también se emplean como conservadores para alimentos,
especialemte productos carnicos, preparacion de bebidas alcoholicas y no alcoholicas
como los refrescos y en la produccion de caramelos o golosinas. Ademas por sus
propiedades insectividas y acaricidas que llegan a presentar, son usados en el control

ecoldgico de algunas plagas (Quispe y Huamani, 2018).

Sin embargo en las tltimas décadas se ha despertado interés por los aceites esenciales
debido a la creciente popularidad de una rama de la medicina alternativa denomiada
aromaterapia, la cual emplea aceites esenciales de plantas, cortezas, hierbas y flores;

los cuales poseen efectos curativos al inhalarlos o aplicarlos sobre la piel (Vera,2018).

El 85% de la medicina tradicional se deriva de extractos de plantas, y para paises en
desarrollo el 80% de su poblacion depende de la medicina tradicional para su atencion

primaria de salud segun un informe de la Organizacion Mundial de la Salud.

Si mismo, el creciente interés por lo natural y orgdnico ha propiciado la
comercializaciéon de los extractos naturales y ha generado nuevas lineas de

investigacion (Méndez y Amaya, 2015).

Las dosis a las que son empleados pueden ocacionar alergias en forma de inflamacion,
colvulsiones, alteraciones psiquicas u otro tipo de efecto de intoxicacién en el
organismo, por tal motivo los aceites esenciales se clasifican en siete grupos

principales : convulsionantes, fototoxicos o irritantes de la piel, hepatotdxicos,
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estupefacientes, abortivos, nefrotoxicos e irritantes de la mucosa gastrica (Vera,

2018).

2.2.1 Aceite esencial de Zingiber officianle

A partir de los rizomas se obtiene el aceite de esencial de Zingiber Officinale, el cual
contiene una variedad de compuestos acuosos y bioldgicamente activos, como
compuestos fenolicos, flavonoides, zinferone, 6-shogaol, 6-gingerol; siendo este
ultimo el mas abundante y presenta propiedades antioxidantes, analgésicas,
antiinflamatorias y antipiréticas (Ghasemzadeh y Rahmat, 2015; Guitiérrez y Neyra,

2017;Bhattarai et al., 2018; Lemma y Egza 2019).

Es un producto con gran demanda en los mercados locales e internacionales, siendo
Estados Unidos es el principal pais demantante con un 74% de la demanda mundial
(Limache, 2017); por lo que se requiere de métodos de bajo costo para la extraccion
de estos aceites eseciales (Guitiérrez y Neyra, 2017). En 2017, la administracion de
alimentos y medicamentos (FDA) reconocié su aceite esencial, oleorresinas y

extractos naturales como seguros.

2.2.2 Métodos de extraccion

Existen varios métodos y tecnologias para extraer los aceites esenciales, cada uno de
estos métodos influye en la calidad y el valor comercial del aceite resultante (Quispe
y Huamani, 2018). Los procesos de extraccion de las sustancias aromaticas varian
segun la naturaleza de la esencia, sus propiedades y la parte de la matriz vegetal en la
que se encuentra contenida. Algunos de los métodos empleados con la destilacion,
extraccion mediante solventes volatiles, extraccion por enflorado o enfleurage,
extraccion por prensado, extraccion por fluidos supercriticos, maceracion e
hidrodifusion. A continuacion se explican brevemente algunas técnicas de laboratorio

para la extraccion de compuestos naturales.

2.2.3 Destilacion por arrastre de vapor
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Es un método economicamente sustentable y el méas empleado para la extraccion de
aceites esenciales. La muestra vegetal fresca es depositada en una camara inerte y se
somete a una corriente de vapor de agua para ser sobrecalentada. Este vapor de agua
es impregnado por la esencia y es condensado en la serpentina donde circula agua
fria, obteniendo el aceite esencial. Como producto de la destilacion se obtienen dos
fases liquidas distintas: el hidrolato conformado por agua aromatica y la otra fase
representada por el aceite esencial. Debido a su alto rendimiento, la pureza de los
aceites que se pueden obtener y la tecnologia no tan sofisticada que se requiere, esta
es una técnica muy utilizada a nivel industrial (Caballero & Rodriguez, 2019;

Martinez et al., 2020).

2.2.4 Extraccion con solventes voldtiles

Estd técnica emplea muestras secas y molidas en contacto con solventes para
solubilizar o extraer esencias que no se pueden extraer por otro procedimiento y con
ello se obtiene una mayor produccion. Esta técnica no produce aceites esenciales
puros ya que los solventes utilizados pueden extraer compuestos lipofilicos
adicionales como grasas y ceras. A diferencia de la destilacion por arrastre de vapor,
es técnica no es implementada a nivel industrial debido al alto riesgo de explosion e
incendios de los solventes orgéanicos, unicamente es implemetada a escala de

laboratorio (Sierra et al., 2018).

2.2.5 Extraccion con fluidos supercriticos

En esta técnica se evita la descomposicion termica de los compuestos presentes en los
extractos debido a las bajas temperaturas que se emplean. En una camara de acero
inoxidable se empaca la muestra vegetal previamente cortada y molida y a través de
cual se hace circular bioxido de carbono liquido, el cual actua como solvente extractor
de las esencias. Este liquido supercritico es eliminado progresivamente al alcanzar la
presion y temperatura ambiente.La extraccion con fluidos supercriticos permite
obtener un alto rendimiento, no obstante a pesar de ser un proceso ecologicamente

compatible que permite mantener las propiedades de la esencia a bajas temperaturas,
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no es una técnica 6ptima debido a los altos costos que se prequieren como las bombas

de alta presion y sistemas de extraccion especiales (Elizalde, 2020; Melo et al., 2020).

2.2.6 Extraccion por maceracion

En esta técnica la materia vegetal fresca es sumergida generalmente en disolventes
por periodos de tiempo definidos.La materia vegetal compuestos de diferente
polaridad y solubilidad deacuerdo al solvente de extraccion. Existen dos variantes de
esta técnica deacuerdo a la temperatura empleada: caliente y frio.

La recuperacion de los extractos se realiza mediante el rotavapor para eliminar los
disolventes empleados. Aunque es comunmente usada a nivel laboratorio, su uso esta
limitado en la industria de alimentos, cosmética y farmacéutica ya que presenta ciertas

desventajas como la presencia de trazas de disolventes (Escobar, 2021; Flores, 2020).

2.2.7 Extraccion por el método de Soxhtlet

Es uno de los métodos mas usados a nivel laboratorio para la extraccion de
compuestos organicos en matrices solidas. Esta técnica emplea un dedal poroso de
celulosa o vidrio donde se deposita la muestra y a través de el fluye un disolvente
organico.El método de soxhlet ofrece varias ventajas como simplicidad, bajo costo,
contacto continuo de la muestra con una porcién fresca y el procesamiento de
cantidades grandes de muestra. Sin embargo el tiempo y volimenes de disolventes
muy elevados en comparacion con otras técnicas son algunas de sus desventajas

(Alvarado, 2018;Viera & Morales, 2020).

2.3 Extraccion de aceite esencial de Zingiber officinale.

2.3.1 Factores a considerar para la extraccion

El rendimiento y la abundacia de los componentes en los aceites esenciales dependen
de la materia prima, los solventes usados y las condiciones de extraccion como

temperatura, presion y técnica de extraccion (Méndez y Amaya, 2015). La obtencion
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del aceite esencial se realiza mediante procesos no costosos como la destilacion con
arrastre de vapor o extraccion Soxhlet, sin embargo pueden inducir transformaciones
de algunos de sus compoenentes por medio una degradacion térmica y oxidativa

(Quizpe y Huamani, 2018).

2.3.2 Antecedentes de extraccion

Tradicionalmente la obtencion del aceite esencial de Zingiber officinale se realiza por
destilacion con arrastre de vapor o extraccion por Soxhlet (Castelan y Ponce, 2020);
siendo esta ultima la mas empleada en la mayor parte de investigaciones realizadas
sobre este aceite esencial; ya que a través de un disolvente afin permite extraer

compuestos de naturaleza lipidica contenidos en una muestra solida.

Esta extraccion realiza una separacion de los compuestos presentes en una muestra,
dado que cada compuesto presenta diferente volatilidad cuando son sometidos a
temperaturas de ebullicion. Los compuestos son solubilizados en el disolvente que
posteriormente es convertido en vapor y condensado nuevamente en liquido

(Ghasemzadeh y Rahmat, 2015).

En la siguiente tabla 3 se muestran otras técnicas empleadas para la extraccion de

aceite esencial de Zingiber officinale.
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Tabla 3. Antecedentes de extraccion de aceite esencial de Zingiber officinale.

Métodos de extraccion

Técnica Tipode Solvente Relaciéon Temperatu Tiempo Cantidad Observaciones Referencia
muestra ra obtenida
Soxhlet Polvo Etanol 10 g-100 mL 76.9 °C 3-4h - La presencia de Ghasemzadeh
metabolitos y Rahmat.,
depende dela 2015
temperatura.
Maceracion  Polvo Etanol 10 g-200 mL Ambiental 8h 258.4 mg/L Maceracion Sharif'y
226.3 mg/L etandlica Bennet, 2016
Reflujo 2.5 g-50 mL 95 °C 30 min produce
significativame
nte menor 6-
gingerol.
Soxhlet Laminas Acetona 50 g-200 mL 80 °C 4h 28.5 mL El aumento de  Kanadea y
frescas temperatura Bhatkhandeb,
[-2mm disminuye la 2016
cantidad de
extraccion y el
color se
desvanece.
Destilacion ~ Cortes Agua 7kg-7L 100 °C 16 min 5.8mL Método de Gutiérrez y
por arrastre  frescos Soxhlet Neyra, 2017)
de vapor 0.5-1.0 presenta un
cm mejor
Soxhlet rendimiento.
Etanol 60 g-250mL - 93 min 9mL
Destilacion ~ Polvo Agua = - 100 °C 90 min 10.043 mL  Latemperatura Limache et
por arrastre (55 °C y el tiempo de  al.,2017
de vapor por 10 h) secado de la
muestra pueden
influir en el
olor del
producto final.
Destilacion ~ Rayado  Agua 1000 g/L 100 °C 120 min ~ 7.5mL Evitar areas Quizpe y
por arrastre  y seco muertas, Huamani,
de vapor 20%H distribuir 2018
uniformemente.
Soxhlet Polvo n- 35 g-350 mL 67 °C 4h 575 mL A mayor Lemmay
hexano temperatura, Egza, 2019
menor
extraccion.
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Ghasemzadeh y Rahmat (2015) realizaron un estudio para optimizar las condiciones
de extraccion de reflujo y lograr altos contenidos de 6-gingerol y 6-shogaol, asi como
una alta actividad antioxidante de Zingiber officinale var. rubrum Theilade. Los
factores evaluados fueron la temperatura de extraccion ( 50-80 °C) y el tiempo ( 2-4
h). Los contenidos de 6-gingerol y 6-shogaol se midieron usando cromatografia
liquida de ultra rendimiento, mientras que la actividad antioxidante del extracto de
rizoma se determind mediante el ensayo de 1,l1-difenil-2-picryilhidrazilo. Sus
resultados muestran que la condicion de extraccion Optima para todas las respuestas
fue a 76,9 °C durante 3,4 h. Los valores de 6-gingerol, 6-shogaol y la actividad
antioxidante fueron 2,89 mg / g DW, 1,85 mg / g DW y 84,3%, respectivamente.
Ademas, el extracto se mostr6d actividades anticancerigenas contra las células de
cancer HeLa en una concentracion de 40 pg / mL (P < 0.01) sin toxicidad para las

células normales.

Sharif y Bennet (2016) llevaron a cabo dos métodos diferentes de extraccion (reflujo
y maceracion), utilizando 3 solventes diferentes para determinar su efecto sobre el
TPC, la actividad antioxidante y el contenido de 6-gingerol presente en Zingiber
officinale. El reflujo se realiz6 durante 30 minutos a 95 °C y la maceracion se realizo
a temperatura ambiente durante 8 horas. Entre los diferentes métodos, los extractos
de maceracion generalmente mostraron mejor TPC (contenido fendlico total),
contenido de 6-gingerol y actividad antioxidante. El etanol fue significativamente el
mejor disolvente de extraccion debido a su mayor indice de polaridad, seguido por
acetona y metanol respectivamente. Mientras que los extractos de maceracion con
etanol tuvieron significativamente el mayor contenido de TPC y 6-gingerol, sin
embargo, su actividad antioxidante no fue significativamente diferente de los

extractos de reflujo de etanol.

Kanadea y Bhatkhandeb (2016) evaluaron la extraccion de aceite de jengibre
(Zingiber officinalis, Roscoe) utilizando diferentes técnicas: Soxhlet, extraccion

asistida por ultrasonido y el agitador de autoclave; emplearon diferentes solventes
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como acetona, metanol, etanol, agua, n-hexano y diferentes condiciones como rangos
de temperatura (70-80 °C) y presion (14.69 - 15.19 Psi), tiempo de extraccion (1- 8
h). El método de Soxhlet muestro un mayor rendimiento, simplicidad de proceso,
estabilidad térmica y bajo requerimiento de energia. Para este estudio, la acetona
muestra un mejor rendimiento para la extraccion de aceite de jengibre a una
temperatura de 80 °C, en comparacion con otros. También se observd que cuando se
modifica el aumento de temperatura y presion, la cantidad de extraccion disminuye y
también el color se desvanece. Ademas, para tener un consumo minimo de energia, 4

horas son suficientes para hacer la extraccion.

Guitierrez 'y Neyra (2017) realizan la obtencion de aceite esencial de Jengibre
(Zingiber officinale) por arrastre de vapor usando agua como solvente y Soxhlet con
solvente etanol. Comparando ambos métodos se determind que con el método de
Soxhlet se obtiene un mayor rendimiento. Se encotré que el tamafio de particula, la
cantidad de masa de Jengibre y cantidad de solvente influyen en las condiciones del
proceso de extraccion; ya que utilizando 60 gramos de jengibre, de 1 cm con 250 mL
de etanol se obtiene un rendimiento de extracciéon de 15%, en un tiempo de 93
minutos. Mientras que para la destilacion por arrastre de vapor de 7 kilogramos de
Jengibre, de 0.5 cm con 7 litros de agua, se obtiene un rendimiento de 0.083% en un

tiempo de 16 minutos de extraccion.

Limache (2017) determina la influencia de la temperatura (55, 65y 75 °C) y el tiempo
de secado(6, 8 y 10 h) en la extraccion del aceite esencial de Zingiber officinale por
arrastre de vapor. Determind que las condiciones optimas para la obtenciéon de un
mayor rendimiento se encuentan cuando el tiempo de secado es de 10 horas a
temperaturas menores a 65 °C . El modelo explica que estas variebles ejercen una

influencia significativa sobre el olor pero no sobre la aceptibilidad del sabor.

Quizpe y Huamani (2018) determinaron el redimiento en la extraccion por arrastre de
vapor del aceite esencial de Zingiber officinale; evaluando el tiempo de
extraccion,factor de empaquetamieto y humedad de los rizomas. Los resultados

muestran que para un mejor nivel de rendimeinto en la extraccion de aceite se debe
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2.3.3

considerar lo siguiente: Humedad del rizoma 20%, factor de empaquetamiento
1000g/L, tiempo de extracciéon 120 min y un tipo de corte rayado. De todos los
factores evaluados, determinan que la humedad es el que presenta mayor contribucion

y significancia.

Lemma y Egza (2019) realizaron un estudio sobre la extraccion de aceite de jengibre
(Zingiber officinale) mediante el método de Soxhlet, utilizando diferentes solventes
como acetona, etanol, agua y n-hexano; asi mismo evaluaron el efecto que tenia el
tiempo de extraccion, realizando la extraccion por 6 horas. Concluyeron que el n-
hexano con un punto de ebullicion de 67 °C mostrd6 un rendimiento mas alto,
obteniendo 5.75 mL de aceite. Se observo que la mayor cantidad de aceite de jengibre
se destilaba en 4 horas y que prolongar el tiempo de extraccion lograra un valor
constante del aceite de jengibre recogido. Por lo tanto, para tener un consumo minimo

de energia, 4 horas de proceso son suficientes para hacer la extraccion.

Compuestos identificados

En la siguiente tabla 4. Se muestran los compuestos identificados en el aceite esencial

de Zingiber officinale

Tabla 4. Compuestos identificados en aceite esencial de Zingiber officinale.

Muestra Método de Compuestos identificados Técnica Referencia
extraccion
Aceite Soxhlet 6-gingerol 2.74 mg/g Dw UHPLC Ghasemzadeh
esencial 6-shogaol 1.59 mg/g Dw Ultra High y Rahmat,
Performance Liquid 2015
Chromatography
Aceite Destilacion por  Geraniol 27.42% GC-MS Gonzales et
esencial Arrastre de Neral 20.11% Cromatografia al., 2017
vapor 1,8-cineol 13.35% acoplada al detector
Canfeno 4.61% de
Soxhlet E-geraniol 3.92% espectrofotometria
de masas
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Extracto
acuoso

Extracto
etanolico

Aceite
esencial

Aceite
esencial

Aceite
esencial

Aceite
esencial

Fluidos
supercriticos

Reflujo

Soxhlet

Destilacion por
Arrastre de
vapor

Soxhlet

Azcares, dioles, acidos fenodlicos,
compuestos fenolicos, péptidos,
terpenoides, alcoholes aromaticos y
compuestos organicos como el
acido citrico.

o-Zingiberene (24.96%) f-
sesquiphellandrene (12.74%),
sesquisabinene hydrate (6.19%),
camphene (5.90%), zingiberenol
(4.26%), E-citral (3.93%), sabinene
(3.75%), (E)-farnesene (3.73%),
and italicene (3.21%).

Glucésidos, flavonas, azlicares
reductores, esteroides y terpenoides
o-Funebrene, a-Farnesene, -
Phellandrene, Sesquisabiene,
Camphene, a-Pinene, Linalool,
Borneol, Geraniol, Geranial, Neral,
Citronellol

Monoterpenos (Camphene 7.8%)
Terpeno

(Borneol 4.76%)

Aldehido

(Tridecanal 2.12%)

Sequiterpeno

(Zingibereno 17.16%)

[6]-Gingerol

[8]-Gingerol

[10]-Gingerol

[6]-Shogaol

[8]-Shogaol

[10]-Shogaol

(35,5S) - [6]-Gingerdiol

(3R,5S) -[6]-Gingerdiol

(35,55) -[8]-Gingerdiol

(3R,55) -[8]-Gingerdiol

(35,55) -[10]-Gingerdiol

(3R,5S) -[10]-Gingerdiol
[6]-Gingerdiol 3,5-diacetate
[8]-Gingerdiol 3,5-diacetate
[10]-Gingerdiol 3,5-diacetate
o-Zingiberene (24.96%) f-
sesquiphellandrene (12.74%),
sesquisabinene hydrate (6.19%),
camphene (5.90%), zingiberenol
(4.26%), E~citral (3.93%), sabinene
(3.75%), (E)-farnesene (3.73%),
italicene (3.21%).

HPLC

GC-MS

GC-MS
Cromatografia
acoplada al detector
de
espectrofotometria
de masas

Cromatografia de
gases

LC-MS
Cromatografia
liquida de
espectrometria de
masas

GC-MS

Svar et al.,
2017

Tanaka et al.,
2017

Bhattarai et
al., 2018

Quispe y
Huamani,
2018

Nishidomo et
al., 2018

Noori, et al.,
2018
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Aceite
esencial

Soxhlet

Extraccion
supercritica
com CO;

Soxhlet HPLC
Decanal

Benzene, 1-(1,5-dimethyl-4-
hexenyl)-6-methylene

o-Farnesene
Cyclohexene,3-(1,5-dimethyl-4-
hexenyl)-6methylene

Spathulenol
Butan-2-one,4-(hydroxy-2-
methoxyphenyl)
2-Naphthalenemethanol,decahydro,
o, o,4a-trimethyl-8- methylene
7-epis-cis-ssquisabinene hydrate
Cycloisolongifoine, 7-bromo-
methyl

Gingerol

Fluidos supercriticos

Benzeno, 1-(1,5-dimethyl-4-
hexenyl)-4-methyl- methylene-(1
o,4af,8a a)

Di-epi- a-cerdrene

Naphthtalene 1,2,3,4,4a,5,6,8a-
octahydro-7- methyl-4-
methylene-,(1a,4Ba, 8aa)
o-Fernesene
Cyclohexene-3-(1,5dimethyl-4-
hexenyl)-6- methylene
p-Menthane,2,3-dibromo-8-phenyl)
2-Butanone-4-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl
Spiro(4,5)-decn-7-one, 1,8-
dimethyl-8-9-epoxy-4-
isopropylene

Carophylene oxide

Colymbol one

3-Decanone, | -(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)

Gingerol

Nonivamide
6-(3-5-Dimethyl-furan-2-yl)-6-
methyl-hept-3-en- 2-one
3-(6-Hidroxy-3,7-dimethyl-octa-
2,7-dienyl)-4- methoxy-phenol

Castelan y
Ponce, 2020
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Ghasemzadeh y Rahmat (2015) realizaron un protocolo para la extraccion ptima de
los componentes activos del aceite esencial de Zingiber officinale. Este diseno evalud
la temperatura y el tiempo de extraccion sobre las propiedades de los extractos. El
contenido de dichos copuestos se determind mediante cromatografia liquida de ultra
alto rendimiento. Finalmente determina que estas variables influyen
significativamente en la cantidad de compuestos extraidos. Los rizomas secos se
sometieron a temperaturas de 80 ° C y tiempo de extraccion de 4 h, observando que
el contenido de 6-shogaol aumentd; mientras que a temperaturas de 30 °C en muestras

liofilozadas se presentd un contenido bajo.

Gonzéles et al., (2017) realizaron un estudio para caracterizar la camposicion quimica
del aceite esencial de Zingiber officinale obtenido de rizomas cultivados en San
Carlos, Costa Rica; con el objetivo de estandarizar los cultivos. Se identificaron 39
compuestos principales, los cuales pueden clasidicarse como terpenos, cetonas,

alcoholes, ésteres y aldehidos; siendo los terpenos los compuestos predominantes.

Svarc et al, (2017) revela la composicion quimica de los extractos de Zingiber
officinale por medio de fluidos supercriticos y extractos acuosos a presion
atmosférica, mediante HPLC-ESI-TOF-MS. Las muestras analizadas tenian una
composicion compleja con compuestos extraidos y compuestos neoformados ya que
el agua subcritica actia como reactivo y catalizador al proporcionar iones hidrogeno
e hidroxilo. Componentes tipicos como zingerona, gingeroles, shogaoles y
gingerdionas no lograron identificarse, por otro lado, se reveld la presencia de
derivados de curcumina: octahidrocurcumina y meso-octahidrocurcumina
probablemente formado a través de procesos de hidrogenacion del gingerol. Asi
mismo se identificaron derivados de 3,5-heptanodiol y cuatro derivados de catecol
(1,2-bencenodiol) con sustituciones de metoxifenil, hidroxifenil, hidroxi y acetoxilo

probablemente formados en el curso de la conversion hidrotermal.

Tanaka et al., 2017 realiza una investigacion de las propiedades quimicas de extractos

metandlicos de Zingiber officinale, utilizando un enfoque de espectrometria de masas
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por cromatografia liquida (LC-MS). Se identificé 6-gingerol, 6-shogaol como los
componentes principales, otros compuestos identidicados fueron el gingerdiol,

acetoxi-6-gingerdiol y diacetoxi-6-gingerdiol.

Bhattarai ef al., (2018) determina la composicion quimica de rizomas de Zingiber
officinale provenientes de tres regiones del Nepal: Sindhupalchhowk, Tanahu y
Gorkha, identificando 105, 85 y 88 componentes respectivamente, mediante
Cromatografia acoplada al detector de espectrofotometria de masas. Los mayores

constituyentes encontrados fueron monoterpenos y sequiterpenos derivados.

Por su parte Nishidomo et al., (2018) identifica los componentes quimicos de cuatro
variedades de rizomas de Zingiber officinale: "Shokyo" (rizoma seco de Z. officinale
var. Rubens), "Kankyo” (rizoma seco y al vapor de Z. officinale var. Rubens),
“jengibre rojo” (rizoma seco indonesio de Z. officinale var. Rubrum) y “jengibre
blanco” (rizoma seco indonesio de Z. officinale var. Amarum); a su vez se
identificaron los compuestos responsables de la termogénesis, se sugiere que

"Kankyo" posee propiedades termogénicas mas fuertes.

En el trabajo realizado por Quispe y Huamani (2018) para evaluar la extraccion de
aceite esencial por medio de arrastre de vapor, realizan la caracterizacion de los
componentes activos por cromatografia de gases, siendo el zingibereno el

componente mas representativo (17.16%).

Dentro del trabajo realizado por Noori et al., (2018) al aplicar revestimientos
comestibles de caseinato de sodio emulsionados con aceite esencial de jengibre sobre
filetes de pollo, se realizé un analisis de GC-MS que demostrd que el aceite esencial
de Zingiber officinale contenia en su mayoria zingibereno (24.96%) y f-
sesquifellandreno (12.74%). Dichos recubrimientos demostraron un potencial
antibacteriano a base de nanoemulsion con un 6% que logré disminuir

significativamente las bacterias psicrofilas aerobicas de los filetes.
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En el trabajo realizado por Castelan y Ponce (2020) para determinar el método 6ptimo
de extraccion del aceite esencial de Zingiber officinale, emplean muestras frescas,
liofilizadas y secadas al sol, las extracciones se realizan por soxhlet y fluidos
supercriticos, ademads identifican los compuestos de los extractos liofilizados para
ambas técnicas mediante cromatografia de gases. Se concluye que para la obtencion
de un aceite que presente las caracteristicas fisicoquimicas propias de Zingiber
officinale y mayores concentraciones del compuesto activo gingerol, ademas de
terpenos de importancia; se deben emplear muestras liofilizadas las cuales deben ser

sometidas a una extraccion supercritica con CO» .

2.3.4 Actividad antimicrobiana

En la siguiente tabla 5 se muestran los trabajos realizados para evaluar la actividad

antimicrobiana de Zingiber officinale.

Tabla 5. Evaluacion de actividad antimicrobiana de Zingiber officinale.

Componente I;?l?d?(f Microorganismo  Concentracion CMI Resultados Referencia
Extracto Invitro Streptococcus 8,16,32,64y 256 ug/ mL  Inhibicién de la Hasan et al.,
mutans 128 ng / mL formacion  de 2015.
biopeliculas,
sintesis y
adherencia  de
glucano.
Aceite Invitro Aspergillus flavus 5, 10, 15, 20, 50 ug/ mL Reduccion de la  Nerilo et al,,
esencial 25,50, 100y biosintesis de 2016.
150 ug / mL ergosterol  que
afecta la
integridad de la
membrana
inhibiendo la
produccion  de
aflatoxina.
Extracto Invitro Pseudomonas 50,100, 150 y - Afecta la Chakotiya et
aeruginosa 200 g/ mL integridad de las  al, 2017.
membranas,

inhibicion de la
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Aceite
esencial

Extracto

Aceite
esencial

Gingerenona-
Ay shogaol

Aceite
esencial

Aceite
esencial

In vitro

In vitro
In vivo

In vitro

In vitro

In vitro

Helycobacter
pylori

Aspergillus niger

Penicillium
chrysogenum

Staphylococcus
aureus

Escherichia coli

Staphylococcus
aureus

100%, 50%, -
10%

0,1% - 50% 25%

30%
25,50y 75 ng/ 25 pg/ mL
mL
25%, 50%, 75% -
y 100%
25%, 50% y 1,25 %

100%

formacion de

biopeliculas.

La actividad
antimicrobiana
en los
compuestos
extraidos
depende del tipo
de solvente.
Solventes
organicos
presentan mejor
actividad.
Presenta un
efecto
inhibitorio y
fungicida a
concentraciones
bajas.

Inhibicion de la
actividad de la
6-hidroximetil-
7,8-
dihidropterina
pirofosfatasa.

Los
sequiterpenos
son los
compuestos
antimicrobianos,
actuan
directamente a
nivel de la pared
celular, sintesis
de proteinas,
reducen niveles
intracelulares de

ATP, pH vy
cambios en el
citoplasma.
Los aceites
esenciales
poseen

Estrada y
Romero,
2017.

Suquillo,
2017.

Rampogu et
al., 2018.

Rengifo,
2018.

Vera, 2018.
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Aceite
esencial

Aceite
esencial

In vitro

In vitro

Xanthomona
hortorum

Escherichia coli
Staphylococcus
aureus
Enterococcus

60, 150 y 300
pg / mL

100%

75 ng/mL

propiedades
antimicrobianas
en
concentraciones
relativamente
bajas.

Alta capacidad
antibacteriana a
concentraciones
mayores a 150
pg/ml.

Bacterias
grampositivas
tienden a ser
mas suceptibles

Contreras,

2019.

Jacome,
2019.

frente a
gramnegativas.

Interviene en la
sintesis de
enzimas y
provocan dafios
en la pared
bacteriana.

faecalis

Hasan et al,, (2015) emplea extracto de Z. officinale para evaluar su capacidad
antimicrobiana in vitro contra S. mutans a niveles sub-CMIL En un estudio previo, se
encontro que la CMI del extracto fue de 256 pg/mL. La cinetica del efecto
antimicrobiano en este estudio muestra que a 128 pg/mL se muestra una actividad
antimicrobiana con una disminucién de 5 log UFC/mL después de 24 horas de
incubacion. Asi mismo se encontro una inhibicion hacia propiedades de virulencia
como la reduccion en la formacion de biopeliculas durante las fases de crecimiento y

la inhibicién de la sintesis y adherencia de glucano.

Nerilo et al., (2016) realizé un estudio para reducir el crecimiento de Aspergillus
flavus y la produccion de aflatoxinas con el aceite esencial de Zingiber officinale.
Mediante el analisis de cromatografia de gases y de espectroscopia de resonancia
magnética nuclear se determin6 que los componentes proncipales eran o-zingibereno
(23.85%) y geranial (14.16%). Los resultados mostraron que a una concentracion de

150 pg/ml de aceite esencial, se redujo significativamente el crecimiento micelial de
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Aspergillus flavus; mientras que a la concentracion de 10 pg/mL se presentd una
inhibicion completa de la germinacion conidial. Por otra parte, los resultados sugieren
que el aceite esencial de Zingiber officinale inhibe completamentela produccion de

aflatoxinas producidas por el mismo 4. flavus a concentraciones bajas de 15 pg/mL.

En el estudio de Chakotiya et al., (2017) se determina que el extracto de Z. officinale
muestra capacidad de eliminar aislados clinicos de P. aeruginosa, ya que afecta su
fisiologia celular e inhibe la formacién de biopeliculas. Se presentrd una disminucion
importante en las Unidades Formadoras de Colonias a las 12 horas de tratamiento. La
capacidad de inhibicion para la formacion de biopeliculas se encontré en el rango de

68.13 £4.11% a 84.86 + 2.02%.

Estrada y Romero (2017) determinaron el efecto antimicrobiano del extracto y del
aceite esencia del Zingiber officinale obtenidos por maceracion y arrastre de vapor
respectivamente; en cepas de Helicobacter pylori. Sus resultados muestran que el
aceite esencial a concentraciones de 100%, 50% y 10% muestra halos de inhibicion
de 14,7 mm , 9,3 mm y 6 mm; mientras que el extracto hidroalcoéholico para las
mismas concetraciones mostrd halos de inhibicion de 6 mm. Este trabajo concluye
que el extracto no presenta efecto antibacteriano en cepas de Helicobacter pylori,
mientras que el aceite esencial si presenta este efecto, sin embargo es inferior a los

controles de amoxicilina 25 pg y claritromicina 15 pg.

Suquillo (2017) determina que el aceite esencial de Zingiber officinale presenta la
mayor actividad antifingica en concetraciones relativamente bajas en comparacion
de los aceites de Pimpinella anisum y Syzygium aromaticum, el aceite de Zingiber
officinale presenta una concentrancién fungicida inhibitoria de 23% v/v sobre
Aspergillus niger y de 30% v/v sobre Penicillium chrysogenum. En base a estos
resultados se eligio el aceite esencial para la elaboracion de una emulsion antifingica,
la cual mostrd un porcentaje de reduccion de UFC de 77.62% al ser aplicada sobre

colecciones bibliograficas.
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Rampogu et al., (2018) realiza un anélisis antimicrobiano in vitro de fitoquimicos de
Zingiber officinale: gingerenona-A y shogaol frente Staphylococcus aeureus
(MTCCB 737). Se observo que la zona media de inhibicion del shogaol esta entre 6 'y
12 mm; mientras que para la gingerenona A esta entre 2 y 8 mm. Estas lecturas fueron
comparadas con Amoxicilina, el cual mostré6 una inhibicion de 4-16 mm. La

concentracion minima inhibitoria se observo a 25 pg / mL.

Rengifo (2018) compararon el efecto bactericida de ciprofloxacino con el aceite
esencial de Zingiber officinale roscoe sobre cepas de Escherichia coli ATTC 25922;
obteniendo que el aceite esencial a concentraciones de 75% y 100% fueron eficaces
y mostraron resultados similares al aplicar ciproflozacino. Los mayores halos de
inhibicion con ciprofloxacino a 5 pg fueron de 33.5 mm, mientras que para el aceite
esencial al 100% y 75% fueron de 21.9 y 18.5 respectivamente. Se concluye que la
capacidad antimicrobiana de Zingiber officinale sobre Escherichia coli es menor que
ciprofloxacino, pudiendo se utilizado como coadyuvante en el tratamiento de dicha

bacteria.

De acuerdo con los resutaldos obtenidos por Vera (2018) , se corrobora que el aceite
esencial de Zingiber officinale posee propiedades antimicrobianas frente a S. aureus
ATCC 12600 que podrian considerarse en formulaciones. Mediante este trabajo se
observd un mayor porcentaje de inhibicion en concentraciones del 100% y 75%,
observando halos de 7 y 6.78 mm respectivamente. Se determiné que la CMI

mediante dilucion en caldo fue de 1,25%.

El trabajo realizado por Contreras (2019) emplea aceite de Pinus y Zingiber officinale
para evaluar la actividad antimicrobiana contra Xantomonas hortorum. Siendo el
aceite de este ultimo el que presente mayor capacidad inhibitoria, pues se se
obtivieron mayores halos de inhibicion ( 18 mm, 19 mm y 15mm ) a una
concentracion de 300 pg/mL; los halos mas bajos de inhibicioén se obtuvieron a una
concentracion de 60 pg/mL sin superar los 12 mm. Mientras que para el aceite de

Pinus, los halos de inhibicion no superan los 17 mm a concentracionesd de 150 y 300

49



ng/mL. Este estudio determina que para ambos aceites, las concentraciones iguales o

mayores a 150 pg/mL son eficaces para el control de la bacteria.

Jacome (2019) realiza un estudio para determinar el efecto bactericida en cepas A77TC
y que fueron propuestas como bacterias que se localizan en la mucosa bucal. Se
obtuvieron halos de inhibicion de 9,22 mm para E. coli ; 10,44 mm para S. aureusy
8,44 mm para E. faecalis. Se expone que el aceite esencial de Zingiber officinale
combinado con el aceite de Cinnamomum verum presenta mayor efecto bactericida
frente a E. coli y S.aureus con un halo de inhibicion de 27,11 mm y 40,33 mm
respectivamente. Sin embargo empleandolo solo no presenta efecto bactericida grente
a E. faecalis, no obstante puede ser un prometedor agente terapéutico profilactico

para caries dental.

2.4 Bacterias suceptibles de la piel

2.4.1 Microbiota de la piel

El 6rgano mas extenso de nuestro cuerpo es la piel, la cual representa hasta el 10%
del peso corporal de un individuo (Gonzales et al., 2019). Esta constituida por barrera
denominada epidermis, ésta barrera fisica resite la penetracion de microorganismos y
toxinas. (del Tanago ef al., 2017). Otro componenete son las glandulas ecrinas, las
cuales acidifican la piel para evitar la colonizacién de microorganismos (Dreno,

2019).

En la piel se encuentra un complejo ecositema de bacterias, hongos y parasitos con
una relacion 1 a 10 con las células humanas, las cuales realizan una simbiosis con el

huésped ( Prieto et al., 2018; Dreno, 2019).

Cada vez mas esta asociacion se ve como una parte integral en la unidad funcional de

la piel, ya que su interaccion con tejidos y redes inmunes influye en la salud y
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funcionamiento del huésped al actuar como barrera fisica e inmunoldgica (Manrique

et al.,2017; del Tanago et al., 2017).

Dentro de la microbiota de la piel se pueden encontrar cocos aerobios, bacterias
corineiformes aerobias y anaerobias, bacterias gramnegativas y levaduras (del Tanago

etal., 2017).

La microbiota bacteriana se divide en dos grupos, microbiota residente y transitoria.
En el primer grupo se encuentran bacterias habituales de la piel como bacterias
corineiformes y estafilococos; aunque también se encuentran en menor proporcion
micrococos. El microorganismos aislado mas frecuentemente de la piel es
Staphylococcus epidermidis, ya que conforma aproximadamente el 90% de la

microbiota residente (Patifio y Andrés, 2015; Prieto et al., 2018).

Mientras que en el segundo grupo se conforma por bacterias no establecidas
permamentemente, pero persisten horas o dias en la superficie de la piel. Esta
conformada principalmente por bacterias gram positivas como estreptococos del

grupo A (Patifio y Andrés, 2015).

En la siguiente tabla 6. se muestran las bacterias que conforman estos grupos.

Tabla 6. Microbiota presente en la piel.

Grupo Microorganismo
Microbiota Residente
Bacterias
Acinetobacter:

A. calcoaceticus var. anitratus
A. calcoaceticus var. iwoffi

Brevibacterium spp.
Dermatobacter spp.
Cryptococcus spp.
Malassezia spp.




Corynebacterium:

C. minutussium

C. bovis

C. hofman

C. xerosis

C. minutissimum
Propionibacterium:

P. acne

P. granulosum

P. avium
Staphylococcus

S. epidermidis

S. hominis

S. capitis

S. cohnii

S. haemolyticus

S. saprophyticus

S. wameri

S. xylosus

S. simulans

Micrococcus
M. luteus
M. varians
M. lylae
M. nishinomiyaensis
M. kristinae
M. roseus
M. sedentarius
M. agieis

Levaduras
Candida:
C. glabrata
C. albicans

Acaros
Demodex foliculorum
Demodex brevis

Microbiota Transitoria

Kelbsiella spp.
Neisseria meningitidis
Pseudomonas spp.
Streptococcus pyogenes
S.aureus
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2.4.2 Infecciones bacterianas de la piel

Un desequilibrio en el ecosistema genera consecuencias negativas que predisponen y
causan la aparicion de enfermedades (Dreno, 2019; Prieto et al., 2018). Los cambios
ambientales, ocupacionales, habitos de higiene inadecuados o la exposicién a
antibioticos generan alteraciones en la microbiota. La elevacion del pH de la piel
favorece el crecimiento de S. aureus y S. pyogenes, ya que se estimula la actividad de

las proteasas de serina (Conejo y Moraga, 2016).

Cambios significativos en la permeabilidad de la barrera son producidos por cambios
extremos en la humedad cutdnea. Por su parte, el estrés psicologico genera un
aumento de glucocorticoides endogenos que perjudian la permeabilidad y
homeostasis de la barrera, asi como la integridad del estrato corneo y la defensa

antimicrobiana (Dreno, 2019).

El uso frecuente de jabones y antisépticos en las manos modifica la presencia de
diferentes especies de bacterias. Los taxones Propionibacterium, Neisseria,
Burkholderiales y Pasteurellaceae son abundantes cuando los lavados de manos se
realizan cada 4 horas, mientras que los grupos Staphylococcaceae, Streptococcaceae

y Lactobacillaceae se encuentran presentes en manos recien lavadas (Prieto ef al.,

2018; Dreno, 2019).

Otro factor que altera la microbiota cutanea son los medicamentos como los
retinoides, ya que disminuyen la produccion de sebo, reducen el recuento de
Propionibacterium spp. e incrementan el de S. aureus (Esperbet y Migliorati, 2017).
Por su parte los corticoides pueden incrementar la presencia y colonizacion de
microbiota patogena, debido a que suprimen la actividad del sistema inmunitario

(Farifa et al., 2017).

Asi mismo, los antibioticos tdpicos pueden erradicar la microbiota e inducir
resistencia y colonizacién de otras bacterias; un ejemplo es S. epidermidis, su

eliminacion puede resultar perjudicial ya que se suprime gran cantidad de péptidos
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antimicrobianos permitiendo colonizacién por agentes patdégenos (Manrique et al.,

2017).

En su mayoria, las infecciones cutdneas bacterianas son procesos leves; no obstante
se pueden desarrollar casos de afeccion cutanea profunda y sistémica cuando se
encuentran presentes factores de riesgo como piel deteriorada, heridas, falta de

higiene, hacinamiento, humedad e inmunodeficiencias (Conejo y Moraga, 2016).

En general, cualquier lesion en la piel como quemaduras provocadas por el sol,
arafiazos, inflamaciones y otros traumantismos predispone a las personas a padecer
una infeccion (del Tanago et al., 2017). El tratamiento para infecciones superficiales,

suele ser unicamente topico (Conejo y Moraga, 2016).

En la siguiente tabla 7 se muestran las infecciones generadas por bacterias en la piel.
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Tabla 7. Infecciones generadas por bacterias en la piel.

Infeccion Etiologia Localizaci Factores Clinica Tratamiento
on predisponentes
Antrax S. aureus Foliculo Diabetes, Placa tnica, muy Farmacologico
piloso tratamiento inflamatoria y a base de
farmacoldgico dolorosa. antibidticos
prolongado con Formada por topicos y
citostaticos, afectacion sistémicos
inmunosupresor  profunda y
es o corticoides.  confluente de
multiples
foliculos, al
presionar  sobre
dicha zona se
muestra material
purulento.
Celulitis S. pyogenes Tejido Diabetes Placa eritematosa, Topico y
no S. aureus celular mellitus, caliente si limtes sistémico
necrosate subcutdne  inmunocompro  definidos, edema mediante el
0 miso. intenso y empleo de
profundo analgésicos,
ocasionando antiinflamatori
ampollas y 0s no
abscesos. esteroideos 'y
antibioterapia
como
penicilina,
cefalosporina y
eritromicina.
Dactilitis  S. pyogenes Pulpejos Heridas, Ampolla con Higiene y
ampollosa de los dermatitis liquido purulento, farmacologico
Menos dedos de atopica, poco  dolorosa, tépico como
[frecuente: las manos. humedad con base antisépticos o
S. aureus Infrecuent eritematosa. farmacos
S. agalactiae e: otras sistémicos con
superficies empleo de
palmares o penicilina o
plantares eritromicina
por via oral.
Ectima S. pyogenes Miembros Lesiones Ulcera con escara En lesion
S. aureus inferiores  pruriginosas: negruzca que se pequefia
y picaduras, sarna, cronifica y cura (<2cm) 4cido
superiores  pediculosis, falta dejando cicatriz.  fusidico/
de higiene, muprosina
malnutricién topicos.
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Eritrasma

Erisipela

Fascitis
necrotizan
te

Corynebacteriu
m minutissimun
S. pyogenes

S. pyogenes
S. aureus

S. pyogenes

Pligues
corporales
himedos:
espacios
interdigital
es de los
pies,
ingles,
axilas,
areas
inframama
riae
interglutea

Dermis y
vasos
linfaticos
superficial
es

Fascia
muscular

Calor, humedad,
obesidade,
maceracion
cutanea, diabetes
mellitus, escasa
higiene.

Infeccion de vias
respiratorias
altas por
estreptococos.
Traumatismos,
desnutricion,
diabetes
mellitus, escasa
higiene.

Edad avanzada,
obesidad,
influencia
vascular,
quemaduras,
neoplasias
malignas,
inmunodepresid
n, intervenciones
quirargicas
recientes.

Lesiones de color
rojo/marréon  de
bordes irregulares
y bien definidos,
algo
descamativas.
Prurito leve.

Placa eritematosa,

caliente, de
limites marcados,
edema  intenso,
dolor, piel
irritante. Pueden

aparecer ulceras.

Se origina una
necrosis que
destruye el tejido
subcutdneo y la
fascia superficial.

Aparece

crepitacion bajo la
piel, lo cual
demuestra la

existencia de gas
en la zona en el
25% de los casos.

Amoxicilina-
ac.clavulanico.
Lesion
localizada:
peroxido  de
benzoilo al 5%
o clindamicina
topica al 2%.
En lesion a
varias zonas se
administra
antibioterapia
oral con
eritromicina.

Reposo
absoluto,
tratamiento
topico y
sistémico con
analgésicos,
antiinflamatori
0s no
esteroideos y
antibioterapia
como
penicilina,
cefalosporina y
eritromicina.

Utilizacién de
farmacos
antibioticos de
amplio
espectro.
Cuidado local
de las heridas
mediante
limpieza
agua
oxigenada,
solucion salina
y agente
antiséptico tipo

con
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Foliculitis

Gangrena
gaseosa

Impétigo
Ampollos
0y no
ampolloso

S. aureus

C. albicans
P. aeruginosa
Malassezia

Sfurfur

Clostridium
perfringens
Otras:

S. pyogenes

S. aureus

Vibrio vulnificus

S. pyogenes
S. aureus

Foliculo
piloso:
cuero
cabelludo.
Cara,
pliegues
axilares e
inguinales
y piernas.

Musculo

Epidermis
de cara,
extremida
des, zona
dorsal e
interdigital
del pie y
pliegues
cutaneos.

Exposicion a
agua  caliente,
sudoracion
profusa,
Diabetes, acné,
dermatitis,
depilacion y
afeitado.

Traumatismo o
heridas
quirargicas
recientes.
Enfermedad
vasculas
subyacente,
diabetes o cancer
de colon.

Calor y
humedad, escasa
higiene, lesiones
en la piel.

Papulas
eritematosas que
evolucionan a
pustulas
foliculares
rodeadas de wun
halo inflamatorio
eritematoso,
posteriormente la
pustula adquiere

color verdoso.

Aire bajo la fiel,
ampollas con
secrecion

sanguinolenta de
olor fétido, dolor
moderado a

severo alrededor
de la lesion, piel
negruzca, edema
progresivo.
Ocasiona
destruccion  del
tejido.

Apolloso:

Ampollas flacidas
y purulentas que
se rompen con
facilidad
ocasionando
erosiones
superficiales con
abundante
exudacion y
amplicas costras.

No ampolloso:
Fragil  vesicula
pustulosa que se
rompe
imediatamente,
dando lugar a

povidona
yodada.
Antisepticos
como
clorhexidina y
povidona
yodada y
utilizacion de
antibioticos
topicos.

Extirpacion de
tejido muerto
Tratamiento
sistémico para
control de
dolor con
analgésicos.
Antibioterapia
como
penicilina.

Tratamiento
topico para
lograr
curacion.
Compresas
humedecidas
en
permanganato,
vaselina
salicilica,
antisepticos o
pomadas
antibidticas
(mupirocina,
ac. Fusidico)
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Paroniquia S. aureus

aguda

Queratolis
is punctata
Queratolis
is plantar
sulcatum

S. pyogenes
Pseudomonas

sp.

Corynebacteriu
m sp.

Pliegues
ungueales

Plantas de
los pies.
Raro en
palmas de

las manos.

Microtraumatis
mos, humedad,
irritantes,
dermatitis de
contacto.

Humedad:
hipersudoracion,
calzado cerrado,
sumersion
prolongada en
agua.

costras mas

gruesas.

Pliegue caliente,
rojo,  hinchado,
doloroso y con
frecuencia pus.

Depresiones
superficiales de la
epidermis
(punctata) a veces
con patrén lineal
(sulcatum), mal
olor, a veces
picor, escozor.

Administracio
n topica de
mupirocina 0
polimixina B,
ciprofloxacino
en solucion
topica 0
sulfadiacina

argentica.

En lesion
localizada se
trata con
peroxido  de
benzoilo al 5%
o clindamicina
topica al 2%.

Afeccion  en
varias  zonas:
antibioterapia

oral con
eritromicina.

Las bacterias mas frecuentes que causan enfermedades en la piel son S. aureus y S.

pyvogenes (Conejo y Moraga, 2016; Esperbet y Migliorati, 2017; Farifia et al., 2017,
del Tanago et al., 2017; Dreno, 2019).

Las infecciones cutaneas son producidas por inoculacion directa en piel sana,

diseminacion hematdgena y por la produccion de toxinas desde el foco de infeccion

al torrente sanguineo (Conejo y Moraga, 2016).
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2.4.3 Resistencia antimicrobiana

En una infeccion gran parte de los microorganismos mueren al ser expuestos a los
antimicrobianos pero algunos otros sobreviven por medio de mutaciones que se
producen en respuesta a la exposicion de estos farmacos, dichas mutaciones son a su
vez transmitidas a su decendencia (Esperbet y Migliorati., 2016; OMS, 2018). Este
mecanismo puede transferir genes de resistencia a individuos de la mima especie y a

especies diferentes (Esperbet y Migliorati., 2016).

Diversos microorganismos como bacterias, virus y algunos parasitos han desarrollado
mecanismos que impiden que los llamados antimicrobianos como antibidticos,
antiviricos y antipaludicos actuen sobre ellos. Esta capacidad es denominada

resistencia a los antimicrobianos o farmacoressistencia (OMS, 2017).

En los ultimos afios, la cantidad y el tipo de microorganismos resistencientes se han
visto incrementados; desencadenando un aumento en el nimero de casos en
infecciones tales como neumonias, tuberculosis, gonorrea y salmonelosis o
enfermedades de transmision alimentaria, las cuales son cada vez mas dificiles de

tratar (OMS, 2018; Gonzales et al., 2019).

Aunque la resistencia a los antibioticos es un fenémeno natural, diversos factores han
influido en la aceleracion este proceso como el empleo inadecuado de
antimicrobianos que abarca el su uso excesivo, insuficiente o inapropiado, siendo un
factor determinate de la farmacorresistencia, el cual es consecuencia de del facil

acceso a antibioticos sin receta médica y de uso generalizado (OMS, 2017).

Por otro lado, en algunos paises la falta de acceso a medicamentos de calidad orilla a
los pacientes a seguir tratamientos incompletos o a la busqueda de alternativas, entre
las que pueden estar el uso de medicamentos de baja calidad; de esta manera los
pacientes son expuestos a concentraciones no Optimas, creando condiciones que

favorecen la farmacorresistencia (OMS, 2017).
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Asi mismo las deficiencias en la prevencion y control de infecciones amplifican la
farmacorresistencia; siendo los pacientes hospitalizados el principal reservorio de

infecciones farmacorresistentes (OMS, 2017).

Otra fuente de resistencia a los antibidticos es la ganaderia, en la cual se utilizan dosis
subterapéuticas para revenir enfermedades, propiciando la generacion de
microorganismos resistentes con alto potencial de ser transmitidos al ser humano

(Farifia et al., 2017; OMS, 2017).

Los tratamientos habituales se han vuelto ineficaces desencadenado la persitencia de
infecciones, las cuales podrian volverse incontrolables. Otras consecuencias que ha
traido es el aumento en las estancias hospitalarias , costos médicos y mortalidad

(Pintado, 2016; OMS, 2018).

Estos microorganismos resitentes pueden propagarse rapidamente por todo el mundo
a través de actividades como el comercio mundial y viajes internacionales; por otra
parte las deficiencias en la prevencion y control de estas infecciones también

favorecen la propagacion hacia la poblacion sin importar edad o pais (OMS, 2017).

Algunos paises presentan carencia de laboratorios apropiados para identificar con
exactitud microorganismos resistentes, lo que dificulta su deteccion y la imnediata
implementacion de medidas sanitarias (OMS, 2017).

Ante la pérdida de eficacia de los antibidticos existentes, las inversiones en el
desarrollo de nuevos antimicrobianos son insuficientes, lo mismo ocurre con las
pruebas diagnosticas y vacunas; convirtiendo a la resistencia a los antimicrobianos en
una amenaza cada vez mayor para la salud mundial, la seguridad alimentaria y el

desarrollo (OMS, 2018; Gonzales et al., 2019).

Estigmaciones hechas por la Organizacion Mundial de la Salud indican que para el
2050 se podrian tener consecuencias importantes en la salud publica y actividades

agropecuarias (Esperbet y Migliorati., 2016).
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2.4.4 Bacterias de la piel resistentes a los antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos es progresiva y constituye un problema sanitario
de primera magnitud, tanto para bacterias gramnegativas y grampositivas. Dichas
bacterias resistentes son causantes de infecciones asociadas a una alta mortalidad y
prolongada estancia hospitalaria que conlleva a un elevado coste econdmico (Pintado,

2016).

En los ultimos cuatro afios ha crecido la preocupacion por la resistencia
antimicrobiana, siendo el microorganismo mas emergente Staphylococcus aureus
resistente a meticilina; esto se debe a que en la actualidad es una de las principales
causas de infecciones adquiridas en comunidad (Pintado 2016; Esperbent y

Migliorati, 2017; Farifia et al., 2017).

Hasta hace unos afios el antibotico de eleccion contra esta bacteria era la cefalexina
pero no presenta actividad sobre la cepa meticilino resistente; los betalactimicos
tampoco pueden ser empleados para el tratamiento de infecciones por esta bacteria,
ni combinandolos con inhibidores betalactamasas como amoxicilina, sulbactam y

tazobactam (Farina et al., 2017).

Por todo lo anterior, en mayo de 2015 durante la 68 asamblea Mundial de la Salud, la
OMS pidi6 a sus estados miembro la elaboracion de planes que atiendan esta
problematica, los cuales deben que garantizar la continuidad de tratamientos y
prevencion de enfermedades infecciosas con medicamentos eficaces, seguros, de
calidad, empleados de manera resposanble y que sean accesibles a todas las personas

que los necesiten (OMS, 2015).

Las empresas farmacéuticas que invierten en recursos para investigar nuevas
moléculas de antibidticos son pocas, ya que no lo consideran rentable, ademas el mal
uso y abuso de éstos favorece que nuevamente las bacterias generen mecanismos para

evitar su accion. Todo esto ha propiciado que en las ultimas tres décadas no se halla
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descubierto ninguna nueva familia de antibiotico (Pintado 2016; Esperbent y

Migliorati, 2017; Farifia et al., 2017).

Los logros de la medicina moderna estan en riesgo ante la creciente resistencia a los
antibidticos, ya que si no se dispone de antibidticos eficaces para prevenir y tratar las
infecciones las intervenciones qurirgicas como los transplantes de organos o la

quimioterapia, se volveran mas riesgosas de lo que son actualmente (OMS, 2018).

Acabar con el problema de la resistencia antimicrobina no es posible, sin embargo
esta latente amenaza si puede convertirse en un problema manejable (Farina et al.,

2017).

2.4.5 Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana tienen como objetivo fundamental
detectar si un microorganismo causante de un proceso infeccioso posee resistencia
ante diferentes antibidticos mediante pruebas in-vitro.Estas pruebas se realizan
partiendo de un cultivo primario en medio s6lido, en el cual las colonias aisladas de
un microorganismo patégeno son evaluadas mediante métodos de laboratorio
fenotipicos como los antibiogramas que incluyen las técnicas de dilucién que
proporciona resultados cuatitativos determinando la concentracién minima inhibitoria
(CMI) y la técnica de difusién que proporciona resultados calutativos. Los resultados
obtenidos mediante esta técnica nos permiten clasificar a los microorganimos en
categorias clinicas: sensibles, intermedios o resistentes, por lo que su interpretacion

es crucial (Mederos, ef al., 2018, Larrosa et al., 2022).

2.4.6 Técnica de difusion en agar empleando discos

La técnica de difusion en agar estd basada en el método descrito por Kirby Bauer, el
cual sigue los lineamientos y protocolos establecidos por Clinical Laboratory
Standars institute (CLSI) y la organizacién mundia de la salud (OMS). Esta técnica

evalua la concentracion de antibidtico a emplear y la relacion que existe entre los
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halos de inhibicidon que ésta produce sobre la superficie de una placa que contiene
preferentemente el agar Mueller Hinton. Este medio de cultivo es el mas idoneo para
pruebas de sensibilidad de bacterias no fastidiosas dada la buena reproductibilidad de
la mayoria de los patdgenos, ademas de tener bajas cantidades de inhibidores para
trimetoprima, tetraciclinas y sulfonamidas. En esta técnica se emplean placas de agar
previamente inoculadas con la suspencion bacteriana y sobre la superficie se disponen
discos de papel que estan previamente impregnados con una solucion estandarizada
de antibidtico. Posterior a un periodo de incubacion de 18-24 horas se puede
visualizar y medir el didmetro del halo formado correspondiente a la sensibilidad del

microorganiso (Coronell et al., 2017, Granja et al., 2022).

Para que pueda establecerse una correlacion con los valores de CMI asi como
diferenciar los microorganismos sensibles de los resistentes, se debe tomar en cuenta
la cantidad de antibidtico que esta presente en el disco. La presencia de halos
pequefios se relaciona con valores altos de CMI, es decir, microorganismos resistentes

y halos grandes con CMI bajas indican microorganismos sensibles (Serra, 2017).

2.5 Toxicidad

Los compuestos activos producidos por las plantas medicinales han sido utilizados
para combatir diferentes enfermedad. Aproximadamente el 80% de la poblacion
emplea plantas medicinales como atencion primaria de salud pues creen que al ser de
origen natural es amigable con el organiso; sin embargo muchos de estos compuestos
son altamente toxicos, razon por la cual es importante determinar la toxicidad de estos
compuestos para validar su uso seguro, no obstante es dificil determinarlo ya que la
dosis administrada esta estrechamente relacionada con la toxicidad. A pesar de esto,
un extracto o compuesto activo puede ser utilizado a dosis subtdxicas cuando se
conoce la toxicidad, ya que se puede determinar su indice terapéutico. Este ultimo
término refleja la seguridad relativa y por lo general se calcula a partir de las curvas
de dosis-efecto obtenidas en animales de experimentacion, las cuales nos permiten

obtener la razon de la dosis letal en 50% de la poblacion (DLso) y la dosis requerida
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para producir el efecto terapéutico deseado en 50% de esta poblacion (DEso) (Lopez

et al., 2022; Zamora, 2022).

Los productos quimicos pueden ejercer su toxicidad a través de dos modos
principales, los cuales son efectos locales y sistémicos. Los primeros tienen lugar en
la zona del cuerpo donde hayan estado en contacto, mientras que los segundos tienen
lugar después de que el producto haya sido absorbido y distribuido en el organismo.
Por lo general casi todos los compuestos causan efectos sistémicos, aunque algunos

pueden causar ambos (Acosptupa et al., 2019).

Hoy en dia los métodos in vitro permiten evaluar la toxicidad aguda de un producto,
empleando la menor cantidad de animales. Razon por la cual ocupan la primera linea
para la busqueda de nuevas moléculas con potencial bioldgico. A continuacion se
describen diferentes técnicas para la determinacion de toxicidad en distintos modelos

de organismos (Mostacero et al., 2020).

2.5.1 Ensayo de letalidad en Artemia salina

El fundamento de este ensayo se bada en la habilidad de un extracto o compuesto de
ser toxico para las artemias cultivadas en el laboratorio. El ensayo en A.salina ofrece
diversas ventajas como un bajo costo, facilidad de almacenamiento, requerimientos
minimos para llevarse acabo los ensayos, practicamente en cualquier lugar pero sobre
todo disponibilidad, ya que estos crusticeos de cuerpo blando son comunmente
comercializados como quistes en tiendas de mascotas como alimento para peces. Fue
empleado en un inicio como una pre-evalucion de extractos vegetales con compuestos
antitumorales y permitié determinar la correlacion entre la mortalidad de larvas de
artemia y la citoxicidad frente a las células 9KB. Es utilizado para la evaluacion
preliminar de la toxicidad, deteccion de toxinas fingicasy cianobacterias, toxicidad
de extractos de plantas, metales pesados y en el ensayo de toxicidad de materiales

dentales, entre otros (Aranda ef al., 2018; Saetama et al., 2018).
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2.5.2 Ensayo de toxicidad aguda con Daphnia magna

El género Daphnia es utilizado exclusivamente en priebas de toxicidad ya que
permiten detectar la letalidad potencial de sustancias puras, aguas residuales
domésticas e industriales, lixiviados, aguas superficiales o subterraneas, agua potable,
entre otros. La toxicidad agua con esta clase crusticea se determina mediante la
inhibicion de la movilidad (ICso 24h). Se contabiliza el numero de organismos
inmoviles de D.magna de 24 h de nacidos, presumiendose su muerte al exponerlos a

diferentes concentraciones de la sustancia a evaluar y sin alimentacién por 24 horas

(Perez et al., 2022; Barrera et al., 2019).

2.5.3 Ensayo de toxicidad aguda con bulbos de cebolla Allium cepa L

La toxicidad aguda se determina mediante la inhibicion del crecimiento promedio de
las raices de A/lium sp. En este ensayo los bulbos de cebolla se rehidratan en presencia
de sustancias toxicas. La rehidratacion produce una estimulacion del crecimiento de
las células y con ello el crecimiento de las raices de la planta. Sin embargo la division
celular de los meristemos radiculares puede inhibirse en presencia de sustancias
toxicas, ya sea retardando el proceso de mitosis o destruyendo las células. Este efecto
se determina comparando la elongacion de las raices de cebollas después de 72 horas
de exposicion al compuesto toxico con las no expuestas. El cdlculo se realiza
estableciendo el porcentaje de inhibicion del crecimiento de las raices respecto a la
longitud promedio de las raices del control (Carbonero & Meza, 2020; Quintero,

2022).

2.5.4 Ensayo de toxicidad aguda con el cnidario Hydra attenuata

El género Hydra pertenece a la case Hydrozoa de amplia distribucion geografica, son
polipos de agua dulce microincertebrados. Son animales pluricelulares cuyas células
se disponen en dos capas: la epidermis y la gastrodermis, separadas por una mesoglea
gelatinosa. Los ensayos de toxicidad con esta especie permiten determinar la
subletalidad y letalidad potencial de sustancias puras, aguas residuales domésticas e

industriales, lixiviados, aguas superficiales o subterraneas, agua potable, entre otros.
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Algunas ventajas que ogrece este modelo son la facilidad de cultivo en el laboratorio,
rapida reproduccion, su estructura que favrece el intercambio intra e intercelulas y su
potencial para la deteccion de compuestos toxicos, asi como por presentar cambios
morfoldgicos facilmente reconocibles bajo condiciones progresivas de intoxicacion

(Velandia et al., 2019).

El tiempo de exposicion de los organismos al compuesto toxico es de 96 h, durante
el cual se registran los cambios morfologicos producidos de manera diaria mediante
un examen al microscopio. Estos cambios morfoldgicos son indicadores de efectos
subletales dependientes de la concentracion.Mediante este ensayo se puede establecer
la estimacion de la CLso y la CEso, los electos letales (LOEC), efectos subletales
(NOEC) y la concentraciéon umbral de efectos observables (Threshold Observable
Effect Concentration, TOEC) (Espinosa & Hernandez, 2018).

2.5.5 Ensayo de toxicidad agua con semillas de lechuga Lactuca sativa L.

Este ensayo permite evaluar los efectos fitotoxicos de compuestos puros o de mezclas
complejas en el proceso de germinacion de las semillas de lechuga Lactuca sativa,
asi como en el desarrollo de las plantulas durante los primeros dias de crecimiento.
La toxicidad aguda se evalua mediante la inhibicién en la germinaciéon y en la
inhibicion en la elongacion de la radicula y del hipocotilo. Algunas de las ventajas
que ofrece es la sensibilidad de esta especie, el reducido tiempo de exposicion de las
semillas con los compuestos a evalular, los bajos costos asociados y que no requiere
equipamento sofisticado. Este ensayo puede ser incorporado en el monitoreo de
procesos de detoxificacion, saneamiento, control de efluentes o retiso de biosolidos

(Ccuno, 2021; Paucar 2021).
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2.5.6 Ensayo de toxicidad con el nemdtodo Panagrellus redivivus.

P.redivivus es una especie dioica y ovovivipara con 5 estadios de desarrollo con una
duracion de 94 h. Cada estadio se caracteriza por la longitud del organismo pero bajo
condiciones adversas los organismos responden al mostrar alteraciones en su periodo
de desarrollo o muriendo. Estas manifestacioes son monitoreadas mediante la
medicion del crecimiento a una poblacion de 100 organismos en el estadio J2, en el
cual los nematodos emergen de los huevos y son expulsados como nadadores libres.
A través del nimero de organismos muertos es posible determinar efectos letales y a
través del niimero de organismos estancados en etapas retardadas de desarrollo o en
etapas adultas es posible determinar los efectos subletales cronicos y de
genotoxicidad. Este ensayo se ha usado para la deteccion de toxicidad de muestras
ambientales complejas como aguas residuales, suelos, sedimentos y lodos

contaminados ( Quizhpe, 2019; Hernandez et al., 2018).

67



3 CAPITULO III: MATERIALES Y METODOS

3.1 Diseiio metodoldgico

La presente investigacion se realizO en el laboratorio de investigacion, area de
Biotecnoambiental de la Universidad Popular Autonoma del Estado de Puebla, con una
duraciéon de veinte meses. Rizomas frescos de Zingiber officinale fueron adquiridos de un
mercado local de Puebla, fueron identificados taxondmicamente en el jardin botanico de la
BUAP y de los cuales se extrajo el aceite esencial y se purificaron cuatro metabolitos para
realizar las pruebas antimicrobianas in vitro, concentraciones minimas inhibitorias, ademas de

pruebas citotoxicas y genotoxicas in vitro.

Los microorganosmos evalualdos fueron cepas ATCC y de aislamiento clinico previamente
caracterizadas y proporcionadas por el laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado de
Puebla. Dichos microorganismos fueron propuestos como bacterias, levaduras y hongos

causantes de infecciones en la piel.

Los estudios espectrofométricos de Infrarrojo y Resonancia magnética nuclear fueron
realizados en las intalaciones del Centro de Servicios de Alta Tecnologia de UPAEP y el
laboratorio de Ingenieria Quimica BUAP respectivamente.

Se realiz6 un disefio de bloques completamente al azar para analizar el efecto antimicrobiano,

genotoxico y citotoxico de los tratamientos los cuales se evaluaron por duplicado.

3.2 Métodos de analisis de datos

Los resultados obtenidos fueron tabulados en el programa Microsoft Excel 2020 y
sometidos a pruebas estadisticas en el software estadistico GraphPad Prism v.8. Se
aplicaron las prueba de ANOVA y Dunnet para analizar el comportamiento de las
zonas de inhibicidn al aplicar los distintos tratamientos en la prueba e Kirby-Bauer,
asi como en las pruebas para determinar las Concentraciones Minimas inhibitorias.

Para las pruebas de genotoxicidad y citotoxicidad se aplico la prueba de ji-cuadrado
para contrastar las frecuencias observadas con Isa frecuencias esperadas de acuerdo

con la hipdtesis nula.
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3.3 Obtencion de aceite esencial

Se obtuvo aceite esencial de Zingiber officinale mediante la técnica de maceracion

descrita a continuacion.

3.3.1 Muestreo y recoleccion de la materia prima

El muestreo de los rizomas de Zingiber officinale se realiza de forma aleatoria en un mercado

local de Puebla, tomando en cuenta los siguientes indicadores:

» Consistencia firme.

* Ausencia de afectacciones por podredumbre o deterioro.

» Ausencia de dafios causados por plagas que afecten al aspecto general del producto.

* Ausencia de cualquier materia extrafia visible.

» Estar exento de abrasiones, salvo abrasiones ligeras que se hayan cicatrizado
apropiadamente.

» Lapiel, tallos y cortes debidos a la recoleccion deberan estar totalmente secos.

3.3.2 Identificacion taxonomica

Este material fue proporcionado al Jardin botanico de la BUAP para la identificacion
taxonomica la cual fue realizada a través de la observacion de las caracteristicas

morfoldgicas por el curador Mphil Allen J. Coombes.

3.3.3 Lavado

Se realiz6 un lavado de los rizomas con agua corriente, para limpiar y retirar cualquier
cuerpo extrafio de las superficies. Una vez lavados los rizomas, se dejaron secar por

5 minutos sobre papel absorbente.

3.3.4 Rayado

Se cortaron los rizomas en ldminas de 2-4mm de espesor para un mejor secado.
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3.3.5 Secado

Se procederd a secar la materia prima en bandejas cubiertas de aluminio, a
condiciones ambientales de la Ciudad de Puebla.
El lugar se secado debera contar con buenas condiciones de circulacion de aire, poca

luz, temperatura relativamente alta y baja humedad relativa.

3.3.6 Pesado

Se pesaron 71g de rizoma en una balanza semianalitica.

3.3.7 Macerado

Se coloco en un matraz Erlenmeyer de 500 mL y se agregaron 250 mL de disolvente
correspondiente: Agua destilada, Etanol o Diclorometano. Se dejé macerar a
temperatura ambiente por una semana en el caso de los disolventes agua y etanol;
mientras que la maceracién con diclorometano se realizdé por 24 horas. Los tres

macerados se sometieron a agitacion magnética durante el tiempo mencionado.

3.3.8 Filtrado

Se realizaron dos filtrados, el primero con un colador para sustraer los trozos grandes
de rizoma presentes en el macerado, el segundo con un papel filtro (Whatman 42)

para retirar pequeias particulas y sedimentos que no se retuvieron previamente.

3.3.9 Concentrado

El liquido filtrado se coloc6 en un matraz bola de 250 mL seco y previamente pesado.
El matraz se colocé en el rotavapor R-100 marca Biichi® switzerland, empleando los
siguientes pardmetros para evaporar los disolventes utilizados:

Agua: 45 °C / 41 mbar

Etanol: 45 °C / 32 mbar
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Diclorometano: 25 °C / 235 mbar
Una vez evaporado, los matraces fueron pesados nuevamente para el calculo de

rendimiento.

3.3.10 Envasado

Los aceites esenciales obtenidos se colocaron en frascos de vidrio de color ambar con tapon
en un ambiente protegido de la luz, el aire y con temperaturas menores a 20 °C con la finalidad

de evitar su degradacion. Como se indica en la Norma Técnica NTP 319.095.

En cada frasco se rotuld con la fecha y las condiciones de extraccion usadas. En el siguiente

diagrama de flujo 1. se muestra el proceso para la obtencion de macerados de Zingiber
officinale.
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Diagrama de flujo 1. Macerados de Zingiber officinale.

4 N
Muestreo y recoleccion Pesado Molienda
\ J
Rizomas de Zingiber officinale por 10 s en Nutribullet® 600

[ Concentrado l . I Filtrado I'l [ Maceracion ]

Rotavapor R-100 (Biichi® Papel filtro Whatman 42 Disolventes: agua, etanol,

switzerland), bajo los siguientes diclorometano

parametros:

-Agua: 45°C / 41mbar

-Etanol: 45°C / 32mbar
-Diclorometano: 25 °C /235 mbar

Relacion: 1 g-3.5mL
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3.4 Identificacion de metabolitos

3.4.1 Plaqueo

Se utilizaron placas de aluminio TLC silica gel 60 F2s4 marca Merck kGaA de 2 x 5
cm . Las muestras se aplicaron en la parte inferior con un tubo capilar, dejando una
distancia entre el borde inferior y el punto de aplicacion de un centimetro
aproximadamente.

Se realiz6 un toque con un tubo capilar en el borde inferior de la placa, cuidado que
las siembras no superaran un didmetro de 2-3 mm y que la separacion entre ellas

guardara 1,0 cm. Posteriormente se dejaron secar.

3.4.2 Desarrollo

Las placas se colocaron en una cuba previamente saturada con el eluyente, el cual
estaba conformado por una mezcla de solventes hexano-acetato de etilo (8:1).

Una vez colocadas las placas, se tap6 la cuba para permitir que el eluyente ascendiera
por capilaridad y se retiraron a 1 cm de distancia entre el eluyente y el borde superior

Posteriormente se dejaron secar.

3.4.3 Revelado

Una vez desarrolladas las placas, se revelo la presencia de compuestos de la siguiente

manera.

— Luz UV: observacion de placas bajo luz UV a 254 y 365 nm.

— Molibdato de amonio: Las placas se introdujeron en el reactivo correspondiente ,
se quito el exceso y se coloraron en la estufa a 80-100 °C por unos minutos, hasta
la visualizacion de manchas azules.

— Yodo: Las placas se introdujeron en una cdmara saturada con yodo sélido por

unos minutos, hasta la visualizacion de manchas color marron.

Posteriormente se realiz6 la lectura de rf de los metabolitos que fueron visualizados
en cada revelador. En el siguiente diagrama de flujo 2 se muestra el proceso ce

identificacion de metabolitos presentes en macerados de Zingiber officinale.

73



Diagrama de flujo 2. Identificacion de metabolitos presentes en macerados de

Zingiber officinale por TLC.

[ Siembra ]_’[ Desarrollo ]_’[ Revelado ]

TLC silica gel 60 Fas4 (Merck Sistema a) Luz UV 254nm
kGaA) Hexano- Acetato de etilo b) Molibdato de amonio
Placas de aluminio de 2x5 cm (8:1) ¢) Yodo

3.5 Purificacion de metabolitos

3.5.1 Plaqueo

Las muestras purificadas fueron los extractos cloroférmicos. Se utilizaron placas de
aluminio TLC silica gel 60 F2s4 marca Merck kGaA de 20 x 20 cm . La muestra se
aplico en la parte inferior con un tubo capilar, dejando una distancia entre el borde
inferior y el punto de aplicacion de un 1.5 cm y 1cm en bordes laterales.

La aplicacion se realizo 8 veces o hasta la saturacion completa de la silica.

3.5.2 Desarrollo

La placa se corrid un total de 4 veces, las tres primeras utilizando hexano para
eliminar contaminantes y posterioremente con un sistema hexano-acetato de tilo (9:1)

para lograr una mejor separacion de metabolitos.
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La placa se colocoé en una cuba previamente saturada con 20 mL del eluyente
correspondiente, fue herméticamente cerrada para permitir que el eluyente ascendiera
por capilaridad y se retird después de 45- 55 min hasta que la distancia entre el
eluyente y el borde superior fuera de 1 cm aproximadamente para las corridas con

hexano y 5 cm para el sistema hexano-acetato de etilo. Posteriormente se dejé secar.

3.5.3 Revelado

El revelado de placa se realizd con luz UV a 254 nm después de cada corrida para
observar el progreso en la separacion de metabolitos. Después de la ultima corrida
con el sistema hexano-acetato de etilo, los metabolitos fueron sefialados con lapiz HB
no.2 en la placa para posterior obtencion y se tomo la lectura de los rf de los

metabolitos senalados.

3.5.4 Remocion

Los metabolitos identificados en la placa fueron extraidos removiendo la silica donde
se habia senalado su presencia y fueron colocados y etiquetados por separado en

matracez Erlenmeyer de 250 mL.

3.5.5 Separacion de silica

Se agregaron 15 mL de diclorometano a cada uno de los matraces que contenian los
metabolitos extraidos, posteriormente se colocaron en agitacion magnética por 24

horas para realizar su separacion de la silica.

3.5.6 Filtracion

Una vez transcurrido el tiempo, las muestras se filtraron empleando papel filtro
(Whatman 42). La recoleccion del filtrado se realiz6 en matraces redondos de 250
mL, los cuales fueron pesados previamente y se verificd que las muestras filtradas
no tuvieran remanentes de silica. Cada matraz fue etiquetado con su metabolito

correspondiente.
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3.5.7 Evaporacion

Los matraces fueron colocados en el rotavapor R-100 marca Biichi® switzerland,
empleando los siguientes parametros para evaporar el diclorometano: 25 °C / 235
mbar. Una vez secos, los matraces se pesaron nuevamente y posteriormente fueron
almacenados a temperturas inferiores a 20 °C en viales previamente pesados y

cubiertos con papel aluminio con la finalidad de evitar su degradacion.

En el siguiente diagrama de flujo 3 se muestra el proceso para la purificacion de

metabolitos presentes en el extracto cloroformico de Zingiber officinale.

76



Diagrama de flujo 3. Purificacion de metabolitos presentes en macerado

cloroférmico de Zingiber officinale por TLC.

-
Siembra ]—{ Desarrollo H Revelado ]—b[ Remocion ]—
\

TLC silica gel 60 Fas4 1) Hexano
(Merck kGaA) 2) Hexano Luz UV 254nm
Placa de aluminio de 3) Hexano
20 x 20 cm 4) Hexano-Acetato de
etilo (9:1)a%dela

placa

Evaporacion ]; [ Filtracion ]: [ Separ,a.cwn ]:
) | ) | desilica )
Rotavapor R-100 Papel filtro 15 mL diclorometano
(Biichi ® switzerland), Whatman 42 Agitacion por 24horas

25 °C/235mbar
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3.6 Evaluacion de efecto antimicrobiano

3.6.1 Preparacion de agar Mueller Hinton

Se prepar6 el medio a partir de la base deshidratada de acuerdo a las indicaciones del
fabricante.Posteriormente se esterilizo en el autoclave y se dejé enfriar en bafio de
agua hasta alcanzar una temperatura de 45 °C — 50 °C. El medio se reparti6 en placas
petri de 150 mm o 100 mm de didmetro interno, vertiendo 25-30 mL del mismo para
obtener un grosor de la placa de 4 mm. Ademas se realizaron pruebas de esterilidad

incubando una o dos placas a 30-35 °C durante 24 horas o mas.

3.6.2 Preparacion de discos

Deacuerdo a las normas de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) el diametro
de los discos debe ser de 6 mm, para ello se empled una perforadora manual y papel

filtro Whatman 42.

Los discos fueron esterilizados con etanol al 99% y posteriormente se depositod el

aceite esencial y metabolitos a probar con ayuda de una pipeta pasteur.

3.6.3 Preparacion de microorganismos

Los microorganismos a probar fueron resembradas en medios de cultivo selectivos y
enriquecidos respectivamente para comprobar la viablidad celular y obtener colonias

que no excedieran de 18- 24 horas de aislameinto.

3.6.4 Preparacion del indculo

Se seleccionaron de dos a tres colonias aisladas con ayuda del asa bacterioldgica,
procuarando realizar este procedimiento cerca del mechero para evitar
contaminacion. El in6culo fue suspendido dentro de un vial con solucion salina y se

agitod por un minuto en el vortex hasta su completa homogenizacion.

Posteriormente se verifico el grado de turbidez de la suspencion deacuerdo a la escala
de McFarland igual a 0,5 y 0,8 para bacterias y levaduras respectivamente

(correspondiente a 1.5X 108 UFC/ mL), mediante un nefelometro semiautomatizado.
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3.6.5 Inoculacion de placas.

Las placas con agar Mueller-Hinton fueron colocadas a temperatura ambiente durante
dos horas para reducir los niveles de condensacion y fueron rotuladas con la fecha,

microorganismo y tratamiento.

El procedimiento de siembra se efectud en la cdmara de flujo laminar. Se inocul6 la
superficie seca de las placas con agar Mueller Hinton con la suspencion
correspondiente.ECon el asa bacteriologica se inoculo la placa desde la parte superior
estriando de arriba hacia abajo desde un extremo a otro; enseguida se gir6 la placa
por dos ocasiones mas a 60° repitiendo el procedimiento para asegurar una

distribucion uniforme del inoculo.

3.6.6 Aplicacion de discos

Finalmente se colocaron discos individuales de papel filtro estéril, previamente
impregnados con el extracto y metabolitos a evaluar, sobre la superficie del agar con
ayuda de una pinza estéril presionando suavemente sobre cada disco para asegurar un
contacto completo con la superficie del agar previamente inoculado con el
microorganismo correspondiente. Este procedimiento se realizé por triplicado para

cada tratamiento.

Los discos se distribuyeron de manera uniforme, a una distancia minima de 25 mm

uno del otro para evitar la superposicion de zonas de inhibicion.

3.6.7 Incubacion

Las placas fueron colocadas en posicion invertida en la incubadora ECOSHEL 9065

a 35 °C por 24 horas como indica la técnica.

3.6.8 Lectura de placas

Después del tiempo recomendado de incubacion, se examind cada placa y se

medieron los diametros de los halos de inhibicidn alrededor de cada disco usando una
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regla y un escalimetro manual. Se debe mantener iluminada la parte posterior de la
placa petri con una luz reflejada localizada a unos cuantos centimetros sobre un fondo

negro.

El punto final se tomd como el 4rea que no muestra un crecimiento obvio visible, que
puede ser detectado mediante observacion visual, no incluyendo velo de crecimiento
o colonias muy pequenas. La sensibilidad de la cepas evaluadas fue reportada como
sensible (S), intermedio (I) o resistente (R) deacuerdo a Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI, 2016).

En el siguiente diagrama de flujo 4 se muestra el proceso para la realizacion de
antibiogramas de los metabolitos presentes en el extracto cloroformico de Zingiber

officinale.
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Diagrama de flujo 4. Antibiogramas de metabolitos presentes en el macerado con

diclorometano de Zingiber officinale.

Preparacién ] ,| Inoculacion de »| Aplicacion de
de discos J placa discos
Discos de papel filtro -Placas con Agar Pinzas estériles
6mm Miieller-Hinton
-Sembrado masivo
directo

Lectura |© Incubaciéon |+
Incobadora
Escalimetro manual ECOSHEL 9065

37 °C por 24 horas.
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3.7 Determinacion de la CMI por el método de microdilucion en placa

3.7.1 Preparacion de las muestras

Deacuerdo a los trabajos previamente reportados se consider6 evaluar las
concentraciones de 125, 100, 75, 50,25y 12.5 ng/ uL de aceite esencial y metabolitos
secundarios previamente identificados con actividad antimicrobiana. Para estos
ultimos se realizo su dilucion en solucion salina y posteriores diluciones hasta obtener

las concentraciones correspondientes aplicando la siguiente ecuacion:
CVy = GV,

Donde:

C;=Concentracion inicial

V1=Volumen inicial

C>;=Concentracion final

V>= Volumen final

3.7.2 Preparacion del indculo

Se estandarizé un indculo con el microorganismo corespondiente al estandar de
McFarland 0,5 y 0,8 para bacterias y levaduras respectivamente (correspondiente a

1.5 X 108 UFC/ mL), siguiendo la metodologia descrita en la norma ISO 20776-1.

El in6culo fue suspendido dentro de un vial con solucién salina y se agité por un
minuto en el vortex hasta su completa homogenizacion. Posteriormente se verifico el

grado de turbidez de la suspencion mediante un nefelometro semiautomatizado.

3.7.3 Diserio de placa

Se emplearon microplacas esteriles de 96 pocillos con capacidad de 200 pL cada uno.
Las columnas 1-12 fueron empleadas para cada tratamiento con su triplicado.
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Mientras que las filas A-F se agregaron las diferentes concentraciones de cada
tratamiento de mayor a menor concentracion. La fila G se empleo como control

positivo, mientras que la fila H se empleo como blanco.

3.7.4 Preparacion de la placa

Deacuerdo a la concentracion inicial de la dilucion realizada con el metabolito y la
solucion salina, se realizaron los calculos para tomer una alicuota con la

concentracion correspondiente.

Con una micropipeta se coloco el volumen correspondiente de aceite esencial o
metabolito secundario y se coloco en el primer pocillo. Posteriormente se colocaron
25 pL del in6culo correspondiente a evaluar y se ajustd el volumen del pocillo con

caldo Mueller Hinton.

Deacuerdo a las concetraciones empleadas, el volumen de aceite esencial y metabolito
secundario se veria disminuido, para no alterar los microlitros establecidos de indculo
y caldo Mueller Hinton en el primer pocillo, el volumen faltante en los pocillos

siguientes se ajusto con solucion salina.

En el pocillo correspondiente al blanco unicamente se depositarn 200 pL de caldo
Mueller Hinton, mientran que en el pocillos pocillos que contenian al control positivo

se depositaron 25 pL de indculo y 175 pL de caldo Mueller Hinton.

3.7.5 Incubacion
Finalmente las microplacas fueron cubiertas con su tapa para evitar su desecacion y
fueron colocadas en la incubadora ECOSHEL 9065 a 35 °C por 24 horas.

3.7.6 Lectura de microplacas

Trascurrido el tiempo de incuabacion las microplacas fueron colocadas en un lector
de microplacas Multiskan FC. Se emplearon las longitudes de onda de 540 nm y 630

nm para los indculos de bacterias y levaduras respectivamente.
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En la siguiente figura 2 se muestra el disefio de la microplaca, las concentraciones

utilizadas, los metabolitos probados y las replicas realizadas.

125 ug

100 ug

75 ug

50 ug

25 ug

12.5 ug

Blanco

Control
positivo

M1 M4 M8 M11

i
i
:

.
oo
i
i

.

Figura 2. Disefio de microplaca. Pozos A-F: Cantidad necesaria de Metabolito puro, 25
puL de suspencion bacteriana, 67 pL de caldo Mueller-Hinton, cantidad necesaria de
solucion salina para ajustar el volumen a 200 pL. Control positivo: 25 pL de suspencion

bacteriana, 175 pL caldo Mueller Hinton ; Blanco: 200 pL caldo Mueller Hinton.
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3.8 Evaluacion fitoquimica

Se realizaron pruebas fitoquimicas al extracto cloroformico de Zingiber officinale y
los metabolitos aislados mediante diferentes pruebas. Se utiliz6 la prueba de Meyer,
Wagner y Dragendorff para los alcaloides, la prueba de Shioda, Pew y el reactivo
alcalino para los flavonoides. Para la determinacion de saponinas se utilizo6 la prueba
de Rosenthaler y espuma. Los taninos se determinaron con prueba de gelatina y

prueba de cloruro férrico.

Las cumarinas se determinaron mediante la prueba de hidroxido de sodio. Se utiliz6
la prueba de Lieberman-Burchad para determinar los terpenoides. También se utilizé

la prueba de Baljet, Legal, Keller-Kiliani y Grignard para glucosidos cardiacos.

3.9 Analisis espectroscopico de Infrarrojo

Se emple6 la técnica de Espectroscopia de Infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR) en un equipo Brunker, en el rago de longitud de 4000- 400 cm™ y se utilizo la
punta de liquidos. Este estudio se llevd a cabo en el Centro de Servicios de Alta

Tecnologia de UPAEP.

3.10 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear 'H y C

Los andlisis de RMN 'H y !3C se realizaron en un espectrometro Varian- 400 (400
MHz) en una solciéon de CDCIl; utilizando TMS como referencia interna. Los
desplazamientos quimicos se expresan como 0 en ppm a mayor frecuencia respecto
al TMS, las constantes de acoplamiento se expresan como J'y estan dadas en Hz. Para
la multiplicidad de las sefales de un espectro de RMN 1H, se utilizan las abreviaturas:
s (simple), d (doble), t (triple), ¢ (cuadruple), m (multiple), dd (doble de doble). Este

estudio se llevo a cabo en el laboratorio de Ingenieria Quimica de la BUAP.



3.11 Ensayos de Citotoxicidad y Genotoxicidad

3.11.1 Preparacion de las muestras

De acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio para determinar la CMI por el
método de microdilucion en placa se determinaron las concentraciones a evaluar de
aceite esencial y metabolitos secundarios previamente identificados con actividad
antimicrobiana. Se evaluaron tres concentraciones: una concentracion base, el doble,
la mitad y un cuarto de dicha concentracion. Para ello, se pesaron los metabolitos
correspondientes y realiz6 una emulsion con tween 20 y se agitd de manera vigorosa

con una batidora braun de mano hasta su completa disolucion en agua.

3.11.2 Bioensayo Allium sativum

Se utilizaron células meristematicas de las raices de A. sativum para evaluar las

anormalidades nucleares (AN) y el indice mitotico (IM).

3.11.2.1 Seleccion de bulbos

Se seleccionaron bulbos organicos de A.sativum de tamafio uniforme de 3 cm de
diametro, consistencia firme, ausencia de afectaciones por podredumbre o deterioro,
ausencia de dafios causados por plagas que afecten al aspecto general del producto.

Dichos bulbos fueron sometidos a la prueba de flotabilidad como control de calidad.

3.11.2.2 Cultivo de bulbos

Los bulbos se cultivaron en recipientes de vidrio de 50 mL de capacidad por 120
horas, con concentraciones de 1000, 1500 y 2000 ppm para el extracto y
concentraciones de 2.5, 5, 10, 30 y 35 ppm para los metabolitos purificados, dichas
concentraciones eran renovadas cada 24 horas y se mantuvieron a una temperatura
de 18- 20 °C, como control se utiliz6 agua.

Finalizada la exposicion, se midi6o la longitud y el nimero de tallos para

posteriormente examinarlas y detectar anomalias morfoldgicas visibles, cambios en
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la consistencia, asi como el indice de toxicidad general mediante la presencia de
ganchos o torsiones en las raices (Celik & Aslantiirk, 2010).
En el siguiente diagrama de flujo 5 se muestra el proceso para las pruebas de

citotoxicidad y genotoxicidad del extracto y metabolitos puros de Zingiber officinale.

3.11.2.3 Evaluacion de raices

Las células se fijaron con una mezcla de metanol-dcido acético (3:1). La
hidrolizacién del ADN y su tincion se realizaron mediante la reaccion de Feulgen. Se
observaron 1000 células por ldmina en un microscopio de campo claro a 100X para
determinar los indices mitotico y de fases, asi como el porcentaje de figuras mitoticas
alteradas en la poblacion meristematicas como células binucleadas, picnosis,
cromatina condensada, brotes nucleares y cariolisis.

En el siguiente diagrama de flujo 6 se muestra el proceso para la tincion de células

meristematicas de A4.sativum.
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Diagrama de flujo 5. Prueba de citotoxicidad y genotoxicidad de metabolitos

puros y extracto cloroférmico de Zingiber officinale en A. sativum.
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Diagrama de flujo 6. Tincion de células meristematicas de 4. sativum en

las pruebas de de citotoxicidad y genotoxicidad.
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4 CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Identificacion taxonomica

Los resultados de la identificacion taxondmica realizada por Mphil Allen J. Coombes,

curador del jardin botanico de la BUAP fueron los siguientes (tabla 8).

Tabla 8. Identificacion taxondmica de los rizomas adquiridos para esta

investigacion.

Nombre cientifico Familia

Zingiber officinale Roscoe,

Zingiberaceae
Trans.Linn. Soc.London

El documento otorgado por la dependencia se localiza en el anexo A.

4.2 Obtencion de extractos

Se obtuvieron tres extractos de aceite esencial de Zingiber officinale, los cuales

presentaron las siguientes caracteristicas.

4.2.1 Extracto acuoso

El extracto presentd un aspecto turbio, color marrén con olor caracteristico del

jengibre.

4.2.2 Extracto etandlico

El extracto presenta un aspecto transparente, color amarillento y olor caracteristico

del jengibre y ligero olor a alcohol.
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4.2.3 Extracto diclorometano

El extracto presenta un aspecto tranparente, color &mbar y olor caracteristico del

jengibre y presencia ligera del olor del disolvente.

4.2 Identificacion de metabolitos

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para cada extracto con los tres

revelados: luz UV, molibdato y yodo.

4.2.1 Revelado con luz UV

Las placas de macerados agua y etanol fueron corridas en un sistema hexano-acetato
de etilo 6:1, los metabolitos presentes en los macerados son compuestos polares que
interactuan debilmente con la fase estacionaria, se logra observar su separacion del
punto de siembra, pero no se observan de forma muy definida en la placa al revelar
con luz UV 254 mn. Fueron plaqueados y corridos en un sistema hexano-acetato de
etilo (8:1), observando una mejor separacion de bandas en luz UV 254 nm.

En el macerado con agua, no se logro apreciar la presencia de metabolitos, mientras
que para el macerado con etanol se logran apreciar 3 bandas separadas poco definidas
y otras mas agrupados en el inferior.

En el macerado con diclorometano se logran apreciar 6 metabolitos, de los cuales 2
se observan como bandas grandes intensas y 4 se observan como bandas pequefias no
tan intensas. En la siguiente figura 3 se muestra el revelado de placas TLC silica gel

con luz UV 254 nm.

4.2.2 Revelado con Molibdato

4.2.2.1 Extracto Agua

No se logro apreciar la presencia de metabolitos.
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4.2.2.2 Extracto Etanol

Se pueden apreciar 3 bandas grandes,intensas y definidas con rf: 0,97, 0,72 y 0,57 ;
las 2 primeras también se observaron con luz UV 254 nm, mientras que la tercera solo

se observo con este revelador.

4.2.2.3 Extracto Diclorometano

En el macerado con diclorometano se pueden observar § bandas, de las cuales destaca
una 1 banda grande, intensa y definida en el borde superior con rf 0,87. Por debajo de
esta, se observan una banda pequefia, tenue y poco definidas con rf 0,72.

Se observan dos bandas pequefias,intensas y definidas con rf: 0,35y 0,42; esta Gltima
fue observada con un tamafio mayor en luz UV probablemente en esta banda se
encontraban dos metabolitos, de los cuales, solo uno reacciond con molibdato.

Asi como 4 bandas pequeiias con rf: 0,62 , 0,52, 0,47 , 0,37.

En la siguiente figura 3 se muestra el revelado de placas TLC silica gel con molibdato.

4.2.3 Revelado con yodo

4.2.3.1 Extracto Agua

No se logro apreciar la presencia de metabolitos.

4.2.3.2 Extracto Etanol

Se pueden observar bandas en el borde inferior, sin embargo las bandas observadas
en luz UV 254 nm no se observan utilizar este revelador, por lo que los metabolitos

presentes no reaccionaron con el yodo.

4.2.3.3 Extracto Diclorometano

Se obsevan 6 bandas, de las cuales destaca una 1 banda grande, intensa y definida

en el borde superior con rf 0,84 ; la cual es observada al revelar con UV 254 nm y
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Molibdato. Se puede observar la presencia de bandas no tan intensas pero juntas a lo
largo de la placa.

Se identifican 3 bandas pequefas y no tan intensas con r£ 0,61, 0,41 y 0,25. Las cuales
fueron previamente identificadas con UV 254 nm, sin embargo una de ellas (rf 0, 41)
se observa con un tamafio mayor, probablemente en esta banda se encontraban dos

metabolitos, de los cuales, solo uno reaccion6 con yodo.

En la siguiente figura 3 se muestra el revelado de placas TLC silica gel con yodo.

1) 2)

Figura 3: Revelado de placas. TLC silica gel 60 F2s4 (Merck
kGaA), Placas de aluminio de 2x 5 cm, sistema hexano-acetato
de etilo 8:1. Reveladores: 1) UV 254 nm, 2) Molibdato de
amonio, 3) Yodo. Las muestras corresponden a: A (extraccion
con agua), D (extraccidon con diclorormetano), E (extraccion

con etanol).
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4.3 Purificacion

Debido a la presencia de mas metabolitos en TLC de los extractos con diclorometano,
se decidi6 purificarlos. En la primer corrida con hexano se logra apreciar una banda
ancha, intensa y definida en el borde superior (rf 0,96). También se observa la

presencia de bandas intensas y juntas en el borde inferior (Figura 4).

En la segunda corrida con hexano se logra observar una banda tenue y estrecha por
debajo de la banda intensa, vista en la primera corrida. Ademés se observa una

progresiva separacion de las bandas vistas en el borde inferior (Figura 4).

En la tercera corrida con hexano se observan tres bandas de diferente intensidad en el
borde superior,sin embargo la separacion entre ellas es minima. Se observa una
progresiva separacion de los metabolitos presentes en el borde inferior, aunque no es

la adecuada para la extraccion de estos (Figura 4).

La corrida con el sistema Hexano-acetato de etilo 9:1 se realiza hasta tres cuartas
partes de la placa, para evitar el empalme con los metabolitos presentes en el borde

superior. Se observa la presencia de bandas aunque no completamente aisladas.

La purificacion se realizé a ocho metabolitos con los siguientes rf: 0,2 , 0,23 , 0,29 ,

0,42,0,56,0,61,0,70,0,73,0,96 .

En la siguiente figura 5 se observa la placa de purificacion con los metabolitos

aislados.

94



1) 2)
3) 4)

Figura 4 . Purificacion de metabolitos.

Corridas realizadas :
1) Hexano 2) Hexano 3) Hexano 4)Hexano-acetato de etilo 9:1

M9 Rf: 0,96

M8 Rf: 0,73
M7 Rf: 0,70

= M6 Rf: 0,61
= M5 Rf: 0,56

= M4 Rf: 0,42

- M3 Rf:0,29

= M2 Rf: 0,23
= M1 Rf:0,20

Figura 5. Metabolitos identificados para aislamiento.
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4.4 Rendimiento de extraccion

Se obtivieron valores medios del rendimiento del aceite esencial de Zingiber
officinale por el método de maceracion, los cuales fueron de 4.3% para el agua, 0.49%

para el etanol y 1.04% para el diclorometano (Tabla 1).

Los rendimientos obtenidos para la extraccion con etanol y diclorometano concuerdan

con la literatura, ya que para aceites esenciales los rendimientos varian de 0.5 al 2%.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las medias del
rendimiento de extraccion entre etanol y diclorometano (P<0.0001).
Aunque el extracto acuoso presenta un rendimiento superor al reportado en la

literatura, este no concuerda con las caracteristicas del aceite esencial.
El valor reportado se debe a la presencia de otros componentes presentes en el rizoma

que lograron ser extraidos por el agua, ya que los métodos cromatograficos utilizados

no revelan la presencia de metabolitos secundarios en este extracto.

Tabla 9. Rendimiento de extraccidon de aceite esencial de

Zingiber officinale.
Disolvente Rendimiento %
Agua 43¢
Etanol 0.49°"
Diclormetano 1.04¢

Las medias que comparten letra no muestran diferencias significativas (P<0.05)
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4.5 Pruebas fitoquimicas

Las pruebas fitoquimicas para el extracto cloroférmico muestran la presencia de
flavonoides, taninos, triterpenos y glucédsidos cardiotdnicos.

Las pruebas fitoquimicas y FTIR de los metabolitos aislados corresponden a
triterpenos y flavonoides, los cuales se han identificado como los componentes
principales. Los resultados obtenidos en las pruebas fitoquimicas se pueden observar

en la siguiente tabla 2.

Tabla 10. Pruebas fitoquimicas del extracto y metabolitos de Zingiber

officinale.
Metabolito Técnica Extracto v Mg Mg Ml
secundario cloroférmico
Meyer - - - - -
Alcaloides Wagner - - - - -
Dragendorff - - - - -
Fl d H>SO4 + - - I
avonoides NaOH N N ) ] )
Pew’s - - - - -
Shioda - - - - -
Prueba de i ) ) ) ]
Saponinas espuma
Rosenthaler - - - + -
Cumarinas NaOH 10% - - - - -
Taninos FeCl3 A+ - - - -
Gelatina ++ - - - -
Triterpenos o Lieberman- e ) N N ]
esteroles Burchad
Glucésidos Baljet * ) } ) )
cardiotonicos y Legal * ) ) } )
sesquiterpenlactonas Keller-Kiliani + ) - } }
quitetp Grignard + - - - -
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4.6 Analisis espectroscopico de Infrarrojo

Deacuerdo a los espectros FT-IR, el metabolito M1 present6 bandas de adsorcion a
3441,71 y por arriba de 3000cm™" que indica la presencia de un grupo -OH y enlaces
C-H saturados corespondientes a grupos alcanos. Mientras que la banda de absorcion
en 1707,73cm! corresponde al grupo carbonilo (C=0), el cual es caracteristico en
compuestos como el ginerol y shogaol, los componentes principales en los extractos

de Zingiber officinale.

Las bandas observadas entre 1604,51 y 1461,86 c¢cm™ son caracteristicas del
estiramiento C=C de carbonos con hibridacion sp®.

Los espectros FT-IR para los metabolitos M4, M8 y M11 muestran bandas de
absorcion entre 3500-3000cm’! correspondiente a grupos OH, los cuales estan
presentes en fenoles o alcoholes. Las bandas presentes en 33000-2850 representan los

enlaces C-H saturados.

Alrededor de 1750-1680 cm™ se observan bandas de absorcion del grupo carbonilo
(C=0), siendo el metabolito 11 el que presenta menor intensidad. Asi mismo, la
presencia de bandas en 1600-1450 cm™ y 1460-1370 cm™! representan la tension de
enlaces C=C de anillos aromaticos o grupos alifaticos y la flexion de enlaces C-H de

los grupos CH3 y CH» respectivamente.

En las siguientes figuras 6 y 7 se muestran los espectros de FT-IR para los metabolitos

M1, M4, M8 y M11.
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Figura 6. Espectro FT-IR metabolito 1 y metabolito 4. Espectro obtenido en
equipo Brunker, en el rago de longitud de 4000-400 cm-1. M1:Metabolito 1 (azul),

M4:Metabolito 4 (verde) , solvente de extraccion: diclorometano (naranja).
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Figura 7. Espectro FT-IR metabolito 8 y metabolito 11. Espectro obtenido en
equipo Brunker, en el rago de longitud de 4000-400 cm-1 . M8:Metabolito 8 (lila),

MI11:Metabolito 11 (azul) , solvente de extraccion: diclorometano (naranja).
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4.7 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear 'Hy 3C

6-shogaol Pale yelllow oil; 'TH NMR (400MHz) 5:0.8-0.9 (m, H19 and H20), 2.16
(1H, s, H8), 2,21 (3H, t, H10), 2.57 (3H, t, H11), 5,87(d, H15), 9.98 (1H, dd, H14).
3C NMR (400 MHz) &: 17.59 (C-20), 25.07 (C-19), 25.73 (C-18), 29.71 (C-17),
40.61 (C-16), 132.92 (C-15), 163.38 (C-12). 191.32 (C-14).

Una de las principales moléculas propuestas que esperamos encontrar es el 6-shogaol.
La caracteristica princiapal de esta molécula que la diferencia de su analogo el 6-
gingerol, es la presencia del doble enlace en el C14-C15. Una de las senales
caracteristicas de esta molécula es la presencia del grupo carbonilo y el doble enlace
en el carbono 14-15. En la figura 8 se muestra la multiplicidad de las sefiales para el

6-shogaol.

En el espectro de '"H RMN se lograron asignar 7 sefiales correspondientes a esta
molécula, en las figuras 10,11, 12 y 13 se pueden vsualizar los desdoblamientos de
estas sefiales y la asignacion a los protones de los carbonos a los que pertenecen. Los
protones del carbono 14 tienen un desdoblamiento complejo porque los protones
tienen dos tipos diferentes de vecinos. La cercania con el grupo carbonilo genera un
movimiento de los hidrogenos vecinos del carbono 11 y 15 propiciendo la deteccion
de una sola sefal. La sefial esperada seria un doblete, sistema ax», pero este doblete
se divide a su vez en otras dos sefiales generando una sefial doble dobleteada o doble
de dobles a un deslazamiento de 9.98 ppm en el espectro de 'H NMR. Esta sefial se

puede visualizar en la figura 9.

Mientras que en el espectro de '*C RMN se observan diversas seiiales, lo que nos
indica que no se trata de una molécula con una cadena hidrocarbonada pequefia. A
campos altos se realiz6 la asignacion de los carbonos C16-C20, mientras que las
senales ubicadas entre los dezplazamientos 120-130 ppm encontramos los carbonos
aromaticos.Las sefiales ubicadas a un desplazamiento a 191 y 132 ppm corresponden
al carbono 14 y 15 respectivamente y la sefial correspondiente al grupo carbonilo se

ubica a campos bajos, a un desplazamiento de 163 ppm. Estos resultados son similares
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a los publicados por Sang et al., (2009). Este espectro de RMN !3C se puede visualizar
en la figura 14.

También se realiz6 un espectro de resonancia en dos dimensiones o COSY, en el que
podemos ver la interaccion de las senales de los protones; esta interaccion surge
cuando dos tipos distintos de protones estan lo suficientemente cerca que sus campos
magnéticos influyen entre si. Ambas sefales se relacionan entre si mediante el
paralelogramo, esto nos indica que pertenecen a 1H’s vecinales que estan acoplados
entre si. Con el se relacionan las 2 sefiales a 10 ppm y 6 ppm, es decir los 1H’s del

doble enlace C14-C15. Este paraleloragrama se puede visualiar en la figura 15.

1H RM N Multiplicidad de las sefiales

6-Shogaol

OEENORONE
> I

- =

HO O @ © @ ©

Figura 8. Multiplicidad de las sefiales 6-shogaol en Resonancia Magnética Nuclear 'H.
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4.8 Pruebas de suceptibilidad

El extracto cloroférmico de Zingiber officinale presenta actividad antimicrobiana
contra todas las bacterias evaluadas, excepto para P. aeruginosa y S. haemolyticus.
La suceptibilidad antimicrobiana que presenta va de resistente a intermendio, estos

resultados se pueden visualizar en la siguiente tabla 8.

El metabolito MI11 presenta actividad antimicrobiana contra todos los
microorganismos con halos de inhibicion mayores a 8§ mm, excepto contra P.

aeruginosa. La suceptibilidad es intermedio a sensible.

Los metabolitos M1,M4 y M8 presentan actividad frente a cinco microorganismos,
los halos de inhibicion son mayores a 10 mm para el metabolito 1 y 8 frente a C.

orthopsilosis y C. tropicalis respectivamente.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los tratamientos contra
los diferentes géneros de Candida y para S. haemolyticus. Dichas diferencias

estadisticamente significativas estan representadas en los graficos de la figura 16.

El metabolito M4 presenta una suceptibilidad frente S. epidermidis de tipo sensible,
mientras que el metabolito M8 presenta potencial antimicrobiano frente a tres tipos

de Candidas, siendo C. tropicalis la que es sensible frente a este tratamiento.

A pesar de no observar potencial antimicrobiano del extracto y metabolitos frente a
la cepa nosocomial de P. aeruginosa, se observo la generacion de una pigmentacion
azul conocida como piocianina en la cepa ATCC. La piocianina es una toxina
secretada como mecanismo de virulencia y su produccion en las placas pudo verse

influenciada por la presencia de estos metabolitos.

El andlisis estadistico refleja diferencias estadisticamente significativas en las medias
de los halos de inhibicion de S. haemolyticus entre los tratamientos con los

metabolitos M8 y M11 (P =0.0143).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las medias de los halos

de inhibicion de C. orthopsilosis entre el tratamiento con el metabolito M1 y los
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tratamientos con el extracto (P = 0.0047), metabolito M4 (P = 0.0047), metabolito
M8 (P =0.0125) y el metabolito M11 (P = 0.0404).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las medias de los halos
de inhibicion de C. tropicalis entre el tratamiento con los metabolitos 1 y 8 (P =

0.0270) y el tratamiento con el metabolito 8 y 11 (P = 0.0495).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las medias de los halos
de inhibicion de C. albicans entre los tratamientos con el metabolito 1 y 8 (P =

0.0252).
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Tabla 11. Actividad antimicrobiana del extracto y metabolitos aislados de los

rizomas de Zingiber officinale.

Microorganismo Sensibilidad P
Extracto M1 M4 M8 Ml1l1
Bacterias
S. aureus CE12/04 R R I R S 0.0227
S. aureus ATCC R R R - I 0.0128
S. haemolyticus 619630 - - R R I <0.0001
S. hominis 62284LCR R - R - R 0.3536
S. epidermidis 62347D I - I - I 0.1925
S. capitis 72107H I - - I S 0.3852
P. aeruginosa ATCC S S S S S 0.0013
P. aeruginosa 62366F - - - - -
Levaduras
C. orthopsilosis 619/9H R S R I I 0.0040
C. tropicalis 619310 I R - S I 0.0286
C. albicans 619150 R R - I I 0.0280
C. albicans ATCC R R - I I 0.0635
C. parapsilosis 62231H R - - - I <0.0001
C. lusitaniae 71855F-3 R R - - I 0.0515
C. krusei 72309F I - - S S 0.0010
C. catenulate 722240 I - - I I 0.0003
Hongos filamentosos
P. chrysogenum 62275F R I - - R 0.1643

Abreviaciones: ® Resistant >8 mm  (I) Intermediaire 9-10mm (S) Sensible <1 1mm
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extracto y metabolitos aislados contra bacterias y levaduras.
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4.9 Concentracion minima Inhibitoria (CMI 90)

Los valores obtenidos de las concentraciones minimas inhibitorias 90 se pueden

visualizar en la tabla 12.

La concentracion minima inhibitoria del metabolito M11 fue de 1.349 + 0.32 y 1.425
+ 0.15 para la cepa S. aureus ATCC y la cepa resistente S. aureus CE12/04. No
obstante para el caso de los metabolitos M4 y M8 las concentraciones para la cepa S.
aureus ATCC fueron de 0.7208 + 0.04 y 0.7985 + 0.15 respectivamente, para la cepa
resistente S. aureus CE12/04 fueron de 1.518 £0.26 y 1.647 + 0.21 respectivamente.

Para la cepa C. albicans el metabolito M1 se obtuvo una concentracion de 1.474 +
0.21 para la cepa ATCC, mientras que para la cepa resistente C. albicans 619150 el
valor obtenido fue de 1.508 + 0.58. Para el metabolito M8 los valores obtenidos para
la concentracion minima inhibitoria fueron similares, para la cepa C. albicans ATCC
el valor obtenido fue de 2.112 + 0.37, mientras que para la cepa C. albicans 619150
fue de 2.463 + 0.87. Sin embargo las concentraciones para el metabolito M11 fueron
de 0.8709 + 0.05 y 3.417 + 0.59 para la cepa ATCC vy resistente 619150

respectivamente.

Al realizar la comparacion entre los valores obtenidos de las concentraciones entre
S. aureus ATCC y P. aeruginosa ATCC, se requiere mayor concentracion de los
metabolitos para P. aeruginosa ATCC M1 (CMI=2.118 £ 0.03) , M4 (CMI= 1.624
+0.21) y M8 (CMI=1.698 = 0.03). Sin embargo para el metabolito M 11 se obtuvieron
valores similares de 1.349 + 0.32 y 1.423 + 0.12 para la cepa S. aureus ATCC'y P.
aeruginosa ATCC respectivamente. Esto sugiere que S. aureus ATCC muestra mayor

sensibilidad a los metabolitos M1, M4 y M8 respecto a P. aeruginosa ATCC.
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Tabla 12. Concentracién minima inhibitoria 90 de los metabolitos aislados de Zingiber

officinale contra microorganismos causantes de infecciones en la piel.

Microorganismo M1 M4 MS8 Mi11 P
S. aureus ATCC 1.345+0.43  0.7208 +£0.04 0.7985+0.15 1.349+0.32  0.0424
S. aureus CE12/04 1.710£0.27  1.518+0.26 1.647+0.21 1.425+0.15  0.4802
S. haemolyticus 619630  2.452+0.40  1925+0.17 3.482+0.99 2454+0.31  0.0529
C. albicans ATCC 1.474+£021 2.071+0.02 2.112+0.37  0.8709+0.05 0.0004
C.albicans 619150 1.508 + 0.58 1.422+£0.18 2463+0.87 3.417+0.59  0.0123
C. parapsilosis 62231H 1.218 £0.05 1.400 £0.01 1.323 £0.29 1.200+0.06  0.4024
P. aeruginosa ATCC 2.118+0.03 1.624 +0.21 1.698 + 0.03 1.423+0.12  0.0226
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4.10 Genotoxicidad y citotoxicidad

El efecto toxico del extracto y metabolitos aislados de Zingiber officinale fue
evaluado con parametros macroscopicos como el nimero y tamafio de las raices. Los
resultados de la tabla 13 muestran que las concentraciones del extracto causaron
inhibicion al no mostrar un crecimiento de la raiz. La inhibicidn en el tamafio de la
raiz generalmente se relaciona con la actividad meristematica apical, la inhibicion de
la sintesis de proteinas y la elongacion celular durante la diferenciacion (Adeyemo et

al., 2013).

La exposicion de la region meristematica de A.sativum a los metabolitos aislados M8
y M11 increment6 el nimer de celulas en interfase y redujo el numero de células en
division pero no se observo una reduccion significativa del idice mitotico en ninguna
de las concentraciones probadas (2.5 , 5, 10 y 30 ppm). Estos resultados se pueden

observar en la tabla 14.

No se observo incremento de aberraciones cromosomicas en los tratamientos con el
metabolito M8, sin embargo los resultados muestran que en concentraciones

superiores a 30 ppm del Metabolito M11 son capaces de inducir efectos genotdxicos.

La actividad inhibitoria de este fitoquimico sobre el ADN puede causar dafio nuclear
(Akaneme et al., 2012). Torres de Lima et al.,2019 observaron la genotoxicidad del
6-gingerol en 4. cepa especialemente a 40 g/ mL por la formacién de microntcleos,

puentes y cromosomas sueltos.
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Tabla 13. Estudio de genotoxicidad y citotoxicidad del extracto de Zingiber officinale

en bulbos de A.sativum

Efecto toxico Efecto Efecto

Tratamiento  Concentracion citotéxico  genotoxico

ppm

Tamaiio de Coeficiente de % indice
raiz DS (mm) inhibicién mitético X2

Testigo 0 353 +2,3 ac 0.0 19 0
Tween 0 24.7+£7,2 cd 30.0 9 0.62
Extracto 1000 Inhibicién 0.0 / /

1500 Inhibicién 0.0 / /

2000 Inhibicion 0.0 / /

Tabla 14. Estudio de genotoxicidad y citotoxicidad de los metabolitos M8 y M11 de

Zingiber officinale.
Tratamiento Concentracion Efecto toxico .Efe,c tf) Efe?tq
citotoxico  genotoxico
ppm
Tamaio de
, Coeficiente de % indice )
raiz DS (mm) inhibicién mitético X
Testigo 0 353 +2,3 ac 0.0 19 0
Tween 0 24,7 £7,2 cd 30.0 9 0.62
Metabolito 34.5 37.2+5.3 ac 2.8 20 0.54
M8 11.5 32.3 +£5.9ac -47.7 21 0.2
5.75 52.2 +9.9ab 8.5 36 0.54
2.875 34.3 +15.4ac -5.3 19 0.54
Metabolito
MI1 30 62.8 +34.7a -77.7 / /
10 35.5+9.4 ac -04 / /
5 322+4.8ac 8.8 / /
2.5 22.7+8.8dc 35.7 / /
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CONCLUSIONES

El extracto cloroférmico de Zingiber officinale presenta actividad antimicrobiana
contra todas las bacterias evaluadas, excepto para P.aeruginosa y S.haemolyticus. La
suceptibilidad antimicrobiana que presenta va de resistente a intermendio, estos

resultados se pueden visualizar en la siguiente tabla 8.

El diclorometano es un disolvente polar aprotico, logro extraer 11 metabolitos de los
rizomas de Zingiber officinale. Mostr6 un rendimiento de extraccion de 1.03 %,

estadisticamente significativo respecto a los rendimientos con los disolventes polares.

Mediante el método de Kirby-bauer se observd que los metabolitos secundarios
aislados y purificados M8 y M11 muestran actividad antimicrobiana contra bacterias
gram positivas y levaduras causantes de infecciones en la piel. La concentracion
minima inhibitoria 90 obtenida mediante ensayo de microplaca es de 3.482 + 0.99
mg/mL y 3.417+ 0.59 mg/ mL para el metabolito M8 y M11 respectivamente. Los
ensayos de citotoxicidad y genotoxicidad muestran que los metabolitos puros

presentan estos efectos dependiendo de la concentracion.

Mediante las pruebas espectrofotométricas de IR y RMN se determind que el
metabolito M8 corresponde al 6-shogaol. Estos metabolitos pueden ser aprovechados
para desarrollar productos biotecnoldgicos coadyuvantes en el tratamiento de

infecciones cutaneas causadas por bacterias gram positivas y levaduras.
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RECOMENDACIONES

Realizar la dentificacion del metabolito 11 mediante resonancia magnética nuclear 1H,
13C y COSY.

Complementar la identificacion de los metablitos M8 y M11 mediante cromatografia
de absorcion atomica.

Desarrollar una formulaciéon tépica con el principio activo que muestra actividad
antimicrobinana contra cepas resistentes causantes de infecciones en la piel.

Realizar pruebas de estabilidad acelerada de las formulacidnes propuestas.

Someter al comité de bioética la utilizacion de modelos animales para evaluacion de
las formulaciones.

Realizar pruebas en modelos murinos para evaluar la efectividad de dichas

formulacidnes.
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