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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la composicién quimica, actividad
antimicrobiana y antioxidante de los aceites esenciales de Croton adipatus Kunth,
Croton thurifer Kunth y Croton collinus Kunth. Los aceites esenciales fueron
extraidos de las hojas de las especies seleccionadas por hidrodestilacién y las
composiciones quimicas fueron determinadas por Cromatografia de gases
acoplada a Espectrometria de masas (CG/EM). Las actividades antimicrobianas
fueron evaluadas usando el método de difusidén en agar y microdilucion colorimétrica
contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y Candida
albicans ATCC 10231. La actividad antioxidante se determindé mediante el método
de captacién de radical libre (DPPH). El aceite esencial de Croton adipatus Kunth
mostré un mayor numero de componentes (46), seguido por Croton collinus Kunth
(38) y Croton thurifer Kunth (35). Los principales componentes encontrados para
Croton adipatus Kunth fueron 3-mirceno (18,34%), a-thuyeno (12,69%), D-limoneno
(10,94%), a-felandreno (8,19%) y B-elemeno (6,47%). Mientras que para el aceite
esencial de Croton collinus Kunth fueron B-cariofileno (44,7%), D-limoneno (8,73%),
B-thuyeno (6,96%), B-mirceno (6,79%) y B-elemeno (6,7%). Y para Croton thurifer
Kunth fueron los componentes desconocidos (C1oH1e: 22,38%), (C15H260: 21,8%),
B-elemeno (11,87%) y germacreno D (10,22%). El aceite esencial de Croton
adipatus Kunth presenté actividad antimicrobiana moderada frente a Bacillus subtilis
ATCC 6633 (0,31 uL/mL) y actividad débil frente a Candida albicans ATCC 10231
(0,63 pL/mL); para Croton thurifer Kunth actividad moderada frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (0,31 uL/mL) y Bacillus subtilis ATCC 6633
(0,16 pL/mL); y finalmente para Croton collinus Kunth buena actividad frente a
Bacillus subtilis ATCC 6633 (0,08 uL/mL) y actividad débil frente a Candida albicans
ATCC 10231 (1,25 pL/mL). Los aceites esenciales de Croton adipatus Kunth, Croton
thurifer Kunth y Croton collinus Kunth no presentaron actividad antioxidante para el
método DPPH.

Palabras clave: Croton adipatus Kunth, Croton thurifer Kunth, Croton collinus

Kunth, aceite esencial, antimicrobiana, composicién quimica, antioxidante.



SUMMARY

The aim of the present study was to evaluate the chemical composition, antimicrobial
and antioxidant activity of essential oils from Croton adipatus Kunth, Croton thurifer
Kunth y Croton collinus Kunth. Essential oils were extracted from the leaves of
selected plants species by hydro-distillation and the chemical compositions were
determined by Gas chromatography/Mass spectrometry (GC/MS). Antimicrobial
activities were assessed using agar diffusion and micro-dilution colorimetric broth
against Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 and Candida
albicans ATCC 10231. The antioxidant activity by the method of capturing free
radical (DPPH). The essential oil from Croton adipatus Kunth showed a greater
number of components (46), followed by Croton collinus Kunth (38) and Croton
thurifer Kunth (35). The main compounds found for Croton adipatus Kunth were [3-
myrcene (18,34%), a-thuyene (12,69%), D-limonene (10,94%), a-phellandrene
(8,19%) and B-elemene (6,47%). While for the essential oil of Croton collinus Kunth
were 3-caryophyllene (44,7%), D-limonene (8,73%), B-thuyene (6,96%), B-myrcene
(6,79%) and B-elemene (6,7%). And for Croton thurifer Kunth were unknown
component (CioH1e: 22,38%), (CisH260: 21,8%), B-elemene (11,87%) and
germacrene D (10,22%). Essential oils of Croton adipatus Kunth showed moderate
antimicrobial activity against Bacillus subtilis ATCC 6633 (0,31 uL/mL) and weak
activity against Candida albicans ATCC 10231 (0,63 uL/mL); for Croton thurifer
Kunth moderate activity against Staphylococcus aureus ATCC 25923 (0,31 uL/mL)
and Bacillus subtilis ATCC 6633 (0,16 uL/mL); and finally for Croton collinus Kunth
good activity against Bacillus subtilis ATCC 6633 (0,08 uL/mL) and weak activity
against Candida albicans ATCC 10231 (1,25 uL/mL). Essential oils Croton adipatus
Kunth, Croton thurifer Kunth y Croton collinus Kunth did not show antioxidant activity
by the method DPPH.

Keywords: Croton adipatus Kunth, Croton thurifer Kunth y Croton collinus Kunth,

essential oil, antimicrobial, chemical composition, antioxidant.



I. INTRODUCCION

‘La medicina tradicional es la suma total de los conocimientos, habilidades y
practicas basadas en teorias, creencias y experiencias indigenas de distintas
culturas, ya sean explicables o no, utilizados en el mantenimiento de la salud, asi
como en la prevencion, el diagnostico, la mejora o tratamiento de la enfermedad

fisica y mental™'.

El Perl es un pais megadiverso debido a su localizacion geogréfica; la flora
peruana comprende alrededor de 25 000 especies que se distribuyen en los
distintos pisos ecoldgicos. Una parte importante de la flora se desarrolla en los
valles interandinos. En estas zonas, debido a la alta radiacién solar y bajas
temperaturas a las que estan expuestas, las plantas han desarrollado defensas
guimicas especificas que les otorgan ventajas para la adaptacion a su habitat®.

Dentro de estas plantas que son consideradas importantes para el desarrollo y
aprovechamiento por sus distintas propiedades se encuentra la familia
Euphorbiaceae. La cual es reconocida en el Peru por presentar 61 géneros y 323
especies. El género Croton, perteneciente a esta familia, es el mas numeroso en

especies endémicas®.

Las especies del género Croton son importantes a nivel local por sus diferentes
propiedades medicinales, por ejemplo sus hojas son usadas como agentes
cicatrizantes, hemostaticos, antidiarreicos, antiinflamatorios y antisépticos. Asi
como, para el tratamiento de célicos uterinos, Ulceras gastrointestinales, retencion
urinaria, banos vaginales preparto, hemorragias postparto, afecciones a la piel y

para el control de fiebre asociada a males gastrointestinales®.

En las ultimas décadas la aparicién de la resistencia a los antimicrobianos ha
generado alarmas en el sistema de salud, asi como pérdidas econdémicas
cuantiosas para la poblacién. Varios factores han contribuido a la evolucion de la
resistencia a los antimicrobianos; que incluyen la adaptacion microbiana a través

de presiones selectivas, la automedicacion en la comunidad y la escasez en el



desarrollo de nuevas moléculas®. Existen muchas terapias alternativas que
incluyen el uso extendido de los aceites esenciales, los cuales son considerados
metabolitos secundarios sintetizados en diferentes 6rganos de la planta como
repuesta a las condiciones ambientales adversas, el ataque de plagas o

herbivoros®.

Diversos estudios de investigacion atribuyen a los aceites esenciales distintas
propiedades medicinales tales como antibacterianas, antifungicas, antivirales,
antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas, antidiabéticas, antitoxigénicas,
antiparasitarias, insecticida, antimutagénica, antiprotozoarias,

inmunomoduladora y antitumoral®1°.

Las especies Croton adipatus Kunth, Croton thurifer Kunth y Croton collinus
Kunth, son usadas por sus propiedades medicinales en las localidades de “El
almendral” (Cajamarca) y “Jahuanga” (Amazonas); sin embargo, tales
propiedades no han sido comprobadas cientificamente. Otras especies
estudiadas del mismo género en diversos paises alrededor del mundo han

reportado resultados satisfactorios e interesantes para la ciencia.

Al no existir estudios que validen las propiedades antibacterianas, antifungicas y
antioxidantes de los aceites esenciales de las especies investigadas. El presente
estudio planted el siguiente problema: ;Los aceites esenciales de las especies
Croton adipatus Kunth, Croton thurifer Kunth y Croton collinus Kunth poseen

actividad antimicrobiana y antioxidante?

Asi mismo, los resultados de la presente investigacion forjaran las bases para
futuros estudios y aplicaciones de las mencionadas especies; estableciendo asi
nuestros recursos naturales como alternativa de salud frente a los antibiéticos

convencionales y a los antioxidantes artificiales.



1.1. Objetivo general

e Determinar la composicion quimica, propiedades antimicrobianas y
antioxidantes de los aceites esenciales de Croton adipatus Kunth,
Croton thurifer Kunth y Croton collinus Kunth.

1.2. Objetivos especificos

e Determinar la composicién quimica de los aceites esenciales de las
especies Croton adipatus Kunth, Croton thurifer Kunth y Croton
collinus Kunth mediante cromatografia de gases/espectrometria de
masas (CG/EM).

e Determinar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de
las especies Croton adipatus Kunth, Croton thurifer Kunth y Croton
collinus Kunth.

e Determinar la actividad antioxidante de los aceites esenciales de las
especies Croton adipatus Kunth, Croton thurifer Kunth y Croton
collinus Kunth.

1.3. Hipotesis

Los aceites esenciales de las especies Croton adipatus Kunth, Croton
thurifer Kunth y Croton collinus Kunth tienen actividad antimicrobiana y

antioxidante.



Il. GENERALIDADES
2.1. Antecedentes

Existen multiples estudios de las distintas especies del género Croton
alrededor del mundo los cuales atribuyen a sus aceites esenciales
propiedades antimicrobianas y antioxidantes'!-26,

Los aceites esenciales son mezclas liquidas volatiles muy complejas que
pueden contener aproximadamente mas de 60 componentes a
concentraciones muy variadas que dependen de multiples factores.
Generalmente poseen dos o tres componentes en mayor proporcion (20-
70%). Generalmente, los componentes mayoritarios de los aceites
esenciales son responsables de sus propiedades biolégicas'".

Peres y col., evaluaron la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcohdlico, fracciones metandlicas y compuestos aislados de la
corteza del tallo de Croton urucurana, presentando mejor concentracion
minima inhibitoria (CMI): 0,1 mg/mL contra Staphylococcus aureus y
Salmonella typhimurium para la fraccion aislada de &acido acetil

aleuritélico'2.

De Almeida y col., estudiaron la composicion quimica y la actividad
antibacteriana de los aceites esenciales de las hojas frescas y ramas de
Croton campestris y obtuvieron como resultados del analisis por
cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG/EM), los siguientes
constituyentes en mayor concentracién en el aceite esencial de las hojas
frescas: B-cariofileno (17,0%) y biciclogermacreno (16,2%), y en las ramas:
biciclogermacreno (11,3%) y espatulenol (14,7%). El aceite esencial de las
hojas frescas presentd mayor actividad frente a Staphylococcus aureus
ATCC 12624 y Escherichia coli ATCC 25922 (512 ug/mL), mientras que en
las ramas el CMI mejor observado fue de 128 ug/mL (contra
Staphylococcus aureus ATCC 12624)13.



Yagi y col., evaluaron la composicién quimica, actividad antibacteriana y
actividad antioxidante de los aceites esenciales (tallos con hojas) de
Croton zambesicus; por medio de CG/EM se determin6 como grupos
principales a los monoterpenos (68,84%), siendo los constituyentes en
mayor proporcion: 1,8-cineol (27,07%), cimeno (13,80%), a-terpineol
(6,87%) y L-linalol (5,77%); asi mismo, el aceite esencial presenté actividad
antioxidante [EC50 (4,20 = 0,19) mg/mL]. Respecto a su evaluacion
antibacteriana se encontré actividad contra Escherichia coli ATCC 25922
(CMI: 16 pg/mL), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (CMI: 250
pug/mL), Bacillus subtilis ATCC 6633 (CMI: 16 ug/mL), Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (CMI: 16 pg/mL). Los resultados sugieren que el
aceite esencial de esta planta podria ser utilizado como fuente de agentes

antioxidantes y antibacterianos naturales’.

En otro estudio Alviano y col., demostraron que el aceite esencial de las
hojas de Crofon cajucara Benth inhibieron el crecimiento de
microrganismos asociados con enfermedades de la cavidad oral: Candida
albicans ATCC 51501 (CMI: 13 ug/mL), Lactobacillus casei ATCC 4646
(CMI: 22,3 ug/mL), Staphylococcus aureus ATCC 49456 (CMI: 33,4
pug/mL), Streptococcus sobrinus ATCC 27609 (CMI: 13,8 pg/mL),
Porphyromonas gingivalis ATCC 43146 (CMI: 31,2 ug/mL), vy
Streptococcus mutans ATCC 25175 (CMI: 40,1 pg/mL). Asi mismo, la
fraccion rica en linalol resultd ser mas efectiva contra Candida albicans
ATCC 51501 (CMI: 0,7 pg/mL) respecto al aceite esencial completo y para
el estandar de referencia clorhexidina (CMI: 50 pg/mL). Ademas a partir de
las evaluaciones se concluyé que el efecto antibacteriano no se debi6 a la

presencia de linalol, sino a componentes todavia no elucidados™.

Donati y col., determinaron (CG/EM) como principales constituyentes de
los aceites esenciales de Croton zehntneri al estragol (hoja: 89% p/p;
corteza: 73% p/p) y trans-anetol (corteza: 15% p/p). Asi mismo, se
determiné la actividad antioxidante mediante el ensayo DPPH dando como



resultados 1Cso de 36,38 mg/mL (hojas) y 27,40 mg/mL (tallos). El aceite
esencial rico en estragol mostré actividad antifiUngica apreciable frente a
Candida parapsilosis ATCC 22019 (tallo: 19,3 + 0,3 mm; hoja: 19,0 + 1,5

mm), por el método de difusiéon en disco'®.

En el estudio realizado por Voukeng y col., sobre la actividad antibacteriana
contra los fenotipos multidrogo resistentes Gram positivas y Gram
negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
aerogenes, Providencia stuartii, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
cloacae, Staphylococcus aureus), se determiné que el extracto de las hojas
de Croton macrostachys mostré actividad en 83,33% (30 de 36) de los
fenotipos estudiados con un rango de CMI de 128 pg/mL y 1024 pg/mL,
demostrando que dicha especie contiene constituyentes con valiosas
actividades antibacterianas frente a fenotipos resistentes a multiples

farmacos'’.

En otro estudio realizado por Andrade y col., se determin6 que el mayor
componente aislado del aceite esencial de las hojas y tallos de Croton
zehntneri, estragol (84,7%), present6 zonas importantes de inhibicién (50
pg/disco) contra Gram positivas, Gram negativas y hongos. Mostrando
mayor actividad frente a Microsporum sp. (15,76 = 0,21 mm), Bacillus
megaterium (15,25 £ 0,37 mm), Bacillus Subtilis (14,81 £ 0,65 mm),
Shigella paratyphi (14,53 + 0,37mm), etc. Ademas, por el método de
microdiluciéon, mostré un mejor CMI (38,52 ug/mL) contra Salmonella
paratyphi. La CMI de 58.75, 58.75, 61.54, 63.15, 63.43, 88.51, 131.2 y
145.0 ug/mL también fueron encontradas contra Bacillus subtilis, Candida
albicans, Pityrosporum ovale, Bacillus megaterium, Shigella sonnei,
Cryptococcus neoformans, Blastomyces dermatitidis y Staphylococcus

aureus, respectivamente’8.

Melo y col., hallaron que el aceite esencial de las hojas de Croton
blanchetianus Baill, posee propiedades antimicrobianas in vitro, mostrando
actividad contra Aeromonas hydrophila (CMI: 20,0 uL/mL), Listeria
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monocytogenes ATCC 7644 (CMI: 1,25 yL/mL) y Salmonella Enteritidis
(CMI: 40,0 puL/mL); no obstante, su eficacia fue reducida al evaluarse la
preservacion alimentaria de carne fresca (diez veces mas que la

concentracion in vitro)'®.

Moreno y col., por el método de CG/EM determinaron como principales
constituyentes del aceite esencial de las hojas de Croton heterocalyx Baill:
germacreno D (12,5%), biciclogermacreno (11,2%), 6 -elemeno (9,2%), B-
elemeno (8,2%), espatulenol (6,9%), linalool (5,4%) y 1,8-cineol (3,7%).
Ademas, se encontré alta actividad frente a Candida albicans ATCC 10231
(100%), Staphylococcus aureus ATCC 6538 (91,6%), Aspergillus niger
ATCC 16404 (73,4%) para una concentracion de 2,8 mg/mL; sin embargo,
escasa actividad contra Escherichia coli ATCC 8739 (34,0%) y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (21,5%)2.

Vidal y col., determinaron como principales constituyentes del aceite
esencial de las hojas de Croton rhamnifolioides Pax & Hoffman (CG/EM):
espatulenol (22,46%) y 1,8-cineol (18,32%). La especie vegetal no presenté
actividad antimicrobiana relevante; sin embargo, se obtuvo un efecto
modulador elevado cuando el aceite esencial (16 ug/mL) se asocié con [3-
lactdmicos y aminoglucésidos frente Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y Staphylococcus aureus ATCC
25923; el aceite (8 pg/mL) en la asociacion con polienos antifungicos
presentd actividad contra la cepa de Candida albicans®'.

De Heluani y col., determinaron por CG/EM los principales constituyentes
del aceite esencial de las hojas de Croton hieronymi Griseb: alcanfor
(13,9%) y borneol (5,9%); mientras que en la raiz: y-asarona (25,7%),
borneol (19,0%), (E)-asarona (11,4%) y alcanfor (11,1%). Ademas, se
encontré que el aceite de raiz era activo contra Escherichia coli (CMI: 100
pug/mL; crecimiento microorganismo: 0%) y Candida albicans (CMI: 100

pug/mL; crecimiento microorganismo: 0%), moderadamente eficaz contra



Klebsiella pneumoniae [(CMI: 1000 pg/mL; crecimiento microorganismo:
0%), (CMI: 500 pg/mL; crecimiento microorganismo: 50%)] y mostré poca
o0 ninguna actividad contra Salmonella typhimurium y Streptococcus
pyogenes. Asi mismo, el aceite de hoja fue activo contra Klebsiella
pneumoniae (CMI: 100 upg/mL; crecimiento microorganismo: 0%) vy
moderadamente activo contra Escherichia coli (CMI: 500 pg/mL;

crecimiento microorganismo: 20%)22.

En otro estudio realizado por Athikomkulehai y col., fueron determinados
por CG/EM como mayores constituyentes del aceite esencial de la corteza
de Croton oblongifolius Roxb: terpinen-4-ol (17,8%), a-guayeno (7,9%), a-
bulneseno (7,2%), E-cariofileno (7,0%), mirceno (6,7%), (+)-ciclosativeno
(5,1%), sabineno (4,8%). Asi mismo, el aceite esencial mostré6 mayor
actividad antibacteriana frente a Propionibacterium acnés ATCC 6919
(CMI: 125% v/v), siendo asi una alternativa para tratar este tipo de

afeccion?3.

Azevedo y col., por CG/EM determinaron como constituyente principal del
aceite esencial de las hojas de Croton cajucara Benth al 7-
hidroxicalameneno. Los aceites que contenian grandes cantidades de este
compuesto fueron eficaces frente a Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium tuberculosis ATCC
27294, Mucor circinelloides y Rhizopus oryzae. Ademas, el aceite esencial
rico en 7-hidroxicalameneno presentd potente actividad antioxidante
menor a 63,59 ug/mL?*.

Peixoto y col., determinaron por CG/EM que los aceites esenciales de las
hojas y tallos de Croton pullei estaban compuestos principalmente por
terpenos, siendo el linalol el de mayor porcentaje con concentraciones de
24.90% y 39,72%, respectivamente; asi mismo, su extracto mostrd
actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus resistente a
estreptomicina y dihiestreptomicina®.



Fatiany y col., evaluaron mediante cromatografia de gases/detector de
ionizacién de llama y cromatografia de gases/espectrometria de masas los
principales constituyentes de los aceites esenciales de las hojas de Croton
greveanus, Croton borarium y Croton geayi: 1, 8 cineol (40,40%) y linalol
(23,81%); B-felandreno (39,72%), a-terpineol (25,12%) y canfeno (13,74%);
B-pineno (28,74%) y limoneno (22,92%), respectivamente. Los aceites
mostraron actividad CMB/CMI < 4 uL/mL contra las bacterias Bacillus
subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus
ATCC 10876, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 y Enterobacter cloacae ATCC 13047. También el aceite de

Croton borarium mostré mas actividad comparada con el cloranfenicol®®.

Respecto a los estudios realizados en el Peru en el género Croton se han
reportado propiedades antibacterianas, leishmanicidas, antioxidantes vy

cicatrizantes?’-30,

En el estudio realizado por Fuertes y col., se determind por espectrometria
de masa de impacto electrénico del extracto metandlico de las hojas de
Croton baillonianus, los alcaloides reticulina y tembetarina, asi como sus

correspondientes estructuras glicosidicas?’.

Tamariz y col., demostraron que el latex de Croton lechleri presentd
actividad frente a Helicobacter pylori cepa clinica (15,56 mm), por el método
de difusion en disco?8.

Inostroza y col., evaluaron que el extracto hidroalcohdlico de Croton
alnifolius (tallos) present6 actividad leishmanicida similar al estibogluconato
sédico (60 mg/kg por dia) en animales de experimentacién Mesocricetus
auratus “hamster” frente a Leishmania peruviana®.

Sandoval y col., demostraron que Croton palanostigma, posee actividad
antioxidante sobre la mucosa gastrica en animales de experimentacion.

Reportdndose la lipoperoxidacién en el grupo basal 12,11 £ 5,24; grupo



injuria 22,58 * 6,3; grupo control 14,6 + 5,4; y grupo experimental 17,67 +
3,563%,

2.2. Familia Euphorbiaceae

La familia Euphobiaceae a nivel morfoldgico esta caracterizada por
presentar “hierbas, arbustos o arboles, a veces lianas, raramente en Peru
en forma carnosa o que simula algun cactus, a menudo mas o menos
lechoso. Hojas simples, enteras o dentadas pero lobuladas sélo en algunos
géneros, a veces profundamente e incluso trifoliadas. Flores monoicas o
dioicas, generalmente pequefias y sin pétalos o también sin sépalos, a
veces encerrado en un cdliz involucro. Androceo de 1 a muchos estambres.
Ovario supedo, 3(1-4)-l6culos con 1 0 2 6vulos oscilantes en cada I6culo.
Estilos o estigmas tanto como o doble celdas ovaricas. Capsulas
frecuentemente trilobulada, trivalvular. Embrién recto, los cotiledones

planos casi tan ancho como el endospermo aceitoso carnoso”3.

La Euphorbiaceae es una familia amplia del reino Plantae que ocupa el
sexto lugar después de Orchidaceae, Asteraceae, Fabaceae, Poaceae y
Rubiaceae, pertenece al  orden Euphorbiales, comprende
aproximadamente 320 géneros y 8700 especies en el mundo, de las cuales
en el Peru las Euphorbiaceae endémicas presentan 61 géneros y 323
especies®32. Debido a su amplia variedad son localizadas en zonas
tropicales y subtropicales, asi como también en regiones templadas de

ambos hemisferios#:33,

La importancia de esta familia es debido a su uso medicinal, alimentacion,

industria y ornamento®.
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2.3. Género Croton

“‘Herbaceas o lefiosas, usualmente lepidoto o estrellado-pubescentes, las
hojas principalmente alternas y a menudo biglandular en la base o apice de
peciolo, casi nunca penninervia o lobado, las flores espinosas o racemosas
comunmente monoicas, el masculino generalmente dispuesto por encima
de la hembra, estos a veces con pétalos, solitario bajo cada pequena
bractea o a veces con 2-3 masculinos los cuales generalmente poseen
pétalos con 5 segmentos de periantos, 5 o0 mas estambres, erecto en la
antesis. El perianto femenino 3-5 lobuladas, a veces irregularmente. El
ovario de 3(2-4)-l6culos, el estilo 1 a muchas veces dividido; évulos
solitarios; capsula separada en 3 cocos bivaldos; semillas carunculadas

lisas™!.

Croton es el segundo género mas abundante de la familia Euphorbiaceae
debido a su variedad y riqueza, por lo cual incluye méas de 1200 especiess®.
Presentan distribucion cosmopolita®® tanto en tropicos como subtrépicos en
todo el mundo y de manera primordial en zonas aridas y semiaridas.
Ademas de encontrar mayor variedad en Madagascar, Brasil y Caribe3*.
En Peru se encuentra en diferentes regiones como los Bosques Humedos,
Mesoandina, Amazénico y Bosques Muy Humedos Montanos, entre una
altitud de 110 a 3200 metros sobre el nivel del mar, por lo cual es
considerada una de las mas numerosas en relacion a las especies

endémicas?.

Croton tiene alta importancia a nivel econémico, debido a las propiedades
que presentas sus especies vegetales, tales como medicinal, industrial,

carcinogénicas y téxicas®®.
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2.4. Aspectos botanicos de las especies en estudio
2.4.1. Croton adipatus Kunth
2.4.1.1. Clasificacion taxondmica

Segun el Sistema Integrado de Clasificacion de las
Angiospermas de Arthur Cronquist (1981):

REINO : Plantae

DIVISION : Magnoliophyta

CLASE : Magnolopsida

SUBCLASE : Rosidae

ORDEN : Euphorbiales

FAMILIA : Euphorbiaceae

GENERO : Croton

ESPECIE : Croton adipatus Kunth
Sinénimos:

Oxydectes adipata (Kunth) Kuntze®’.
Nombres comunes:
Mosquera chica, ullucina3®.

2.4.1.2. Descripcion botanica

“‘Ramillas dicotémicamente ramificadas, anguladas agudamente
como los peciolos, flores, como hojas arriba, lepidote con
pequefos tricomas multirradiados, estos mediadamente
lustrosos, obtusamente umbonados; peciolos stout (estipulas
obsoletas) carinado debajo, alrededor de 1 cm de largo; hojas

12
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rombico-ovadas, subobtusa en la base glandular o eglandular,
acuminadas, enteras, rigidas pero fragiles, 3-4 cm de largo, 2-
2,5 cm de ancho, 3-plinervadas, los nervios prominentes debajo,
las escamas alli un poco mas amplias, mas palidas y mas
lustrosas; racimos robustos, de 1-3 flores; pedicelos masculinos
similares al céliz escamoso, estos 2 mm de ancho antes de abrir;

estambres alrededor de 15; filamentos glabros”s8. (ver Figura 1)

Figura 1. Croton adipatus Kunth
2.4.1.3. Distribucion geografica

En Peru la especie se encuentra en los departamentos de
Amazonas, Cajamarca y San Martin a una altitud 370-1100
m.s.n.m. Ademas se encuentra en Brasil, en la provincia de
Bahia a una altitud 710-850 m.s.n.m.3940

2.4.1.4. Usos de la especie

La savia de las hojas y tallos se usa localmente para extraer las
espinas de Opuntia quitensis y otras cactaceas; también para
eliminar los hongos de las unas del pie. Ademas se usa como
cicatrizante de heridas, para el reumatismo, dolores musculares

y como antipirético*'.
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2.4.2. Croton thurifer Kunth
2.4.2.1. Clasificacion taxonémica

Segun el Sistema Integrado de Clasificacion de las
Angiospermas de Arthur Cronquist (1981):

REINO : Plantae

DIVISION : Magnoliophyta

CLASE : Magnolopdisa

SUBCLASE : Rosidae

ORDEN : Euphorbiales

FAMILIA : Euphorbiaceae

GENERO : Croton

ESPECIE : Croton thurifer Kunth
Sinénimos:

Oxydectes thurifera (Kunth) Kuntze*?

Nombres comunes:

Collishina o cullushina*3,"Sangre de Drago"44, moshquero*®.
2.4.2.2. Descripcion botanica

“‘Arbusto de 2 m de alto ligeramente estrellado y tomentoso con
las hojas maso menos rombicas, ovadas inequilaterales o
redondas relacionadas a C. alnifolius, pero el primer par de
nervios usualmente se alarga al menos hasta el medio de la
hoja; peciolos de 1-2,5 cm de largo, hispidos y densamente
tomentulosas con ramas ligeramente anguladas; hojas

oblicuamente redondeadas a agudas o frecuentemente
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cuneadas en la base, redondeadas, obtusas o ligeramente
agudas en el 4pice, a menudo oblicuo, 3-8 cm de largo, 2-8 cm
de ancho, mas o menos glandular en la base, las glandulas a
veces al menos cortamente estipeadas; racimos densos o laxos
cuando estan bien desarrollados a un dm de largo o mas, el eje
angulado; cdlices femeninos cupulados, los pequefios
segmentos ovalados no son acrescentes; ovario hispido y
estrellado como los estilos cortos bastante rigidos debajo de la
punta”38, (ver Figura 2)

Figura 2. Croton thurifer Kunth

2.4.2.3. Distribucion geografica

En el Peru la especie se encuentra en los departamentos de
Amazonas, Cajamarcay La Libertad a una altitud de 400 - 1500
m.s.n.m. Ademas se encuentra en Ecuador, en la provincia de

Loja“.
2.4.2.4. Usos de la especie

El latex es utilizado como cicatrizante**. La savia se usa
localmente para extraer las espinas de Opuntia quitensisy otras
cactaceas; también para eliminar los hongos de las ufias del
pie*!.
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2.4.3. Croton collinus Kunth
2.4.3.1. Clasificacion taxonémica

Segun el Sistema Integrado de Clasificacion de las

Angiospermas de Arthur Cronquist (1981):

REINO : Plantae

DIVISION : Magnoliophyta
CLASE : Magnolopsida
SUBCLASE : Rosidae

ORDEN : Euphorbiales
FAMILIA : Euphorbiaceae
GENERO : Croton

ESPECIE : Croton collinus Kunth

Sin6bnimos*’:

Croton  ferrugineus var. collinus (Kunth) Mull.  Arg.,
Croton ferrugineus var. peltoideus (Kunth) Mall. Arg.,

Croton peltoideus Kunth.

Nombres comunes:
Mosquera3®
2.4.3.2. Descripcion botanica

“Ramillas tipicamente con indumentos cortos; peciolos de 8-10
mm de largo o algo mas largos; hojas ovadas, agudas,
redondeadas o, a menudo, ligeramente peltadas en la base, 3-
5 cm de largo, aproximadamente 3 cm de ancho, subentero u
onduladas, verdes (tipicamente) pero densamente estrelladas
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por arriba, oscuras tomentosas por debajo, los nervios pinados
prominentes; glandulas sésiles, 4 (en tipo) o aparentemente a
menudo menos, generalmente 2 o incluso obsoleto u ocultas;
racimos bastante cortos, bracteas masculinas 1-5 flores, pétalos
y 15-18(20) filamentos pubescentes abajo; estilos bifidos. Como
lo senala Mueller C. peltoideus HBK parece diferir poco del tipo,
con ramillas algo hirsutas-tomentosas, hojas acuminadas
peltadas, 1,5-3 cm de ancho, peciolos de 12 mm de largo,
glandulas 4-6, estambres 20 o mas”3. (ver Figura 3)

Figura 3. Croton collinus Kunth

2.4.3.3. Distribucion geografica

En el Peru la especie se encuentra en los departamentos de
Amazonas, Cajamarca y La Libertad a una altitud de 370-2400
m.s.n.m. Ademas se encuentra en Ecuador, en la provincia de

Loja y Bolivia, Cochabamba?6.
2.4.3.4. Usos de la especie

Exudado usado como cicatrizante de heridas*. La salvia de las
hojas y tallos es usada a nivel de la piel y tejidos subcutaneos
para facilitar la expulsion de las espinas. Aplicable en el hombre
y animales domésticos*°.
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2.5. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos volatiles
caracterizados por un fuerte olor caracteristico propio de la especie de
origen, son biosintetizados como metabolitos secundarios por las plantas
aromaticas y generalmente son obtenidos por arrastre de vapor o por
mecanismos mecanicos. Pueden ser sintetizados por todos los érganos de
la planta y se almacenan en células secretoras, cavidades, canales, células

epidérmicas o tricomas glandulares'-50:51,
2.5.1. Métodos de extraccion

Las propiedades de los aceites esenciales varian con el tipo de
componentes que lo comprende y debido a la variabilidad de la
proporcion de los diferentes constituyentes. No solamente la factores
como: el ciclo vegetativo, la condiciones climaticas, estacion del afio,
composicién quimica de la tierra de cultivo; influyen en la calidad del
aceite esencial. El método de extraccidbn también es un factor
determinante, por lo cual es importante elegir el método mas

apropiado.

Existen diversos métodos que poseen ventajas y limitaciones segun
sean el objetivo de la extraccion.

2.5.1.1. Destilacién por arrastre de vapor

Se realiza mediante la inyeccion de vapor de agua a la muestra
que contiene los aceites esenciales; el vapor sede el calor
latente al producto y conlleva al cambio de fase de los aceites
esenciales liquidas hasta su forma volatil, formando dos fases
inmiscibles a lo largo del proceso de destilacion; finalmente se
condensan y pueden ser separados por decantacion.
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La destilacidon por arrastre de vapor es un método sencillo y de
bajo costo; sin embargo, requiere largos tiempos de

procesamiento y tiene bajo rendimiento®'-%2.
2.5.1.2. Extraccion con disolventes

Este método emplea disolventes organicos de distinto grado de
polaridad para la extraccion de los componentes volatiles. Los
disolventes organicos solubilizan los componentes volatiles; asi
como, grasas y ceras que conforman las impurezas del producto
final. La masa viscosa debe ser purificada para eliminar los
disolventes organicos hasta limites permisibles y para separar
las ceras y grasas de los aceites esenciales. Generalmente se
utiliza el equipo Soxhlet para realizar la extraccion en
laboratorio; sin embargo, a nivel comercial resultaria costoso por
el valor comercial de los disolventes organicos y por el riesgo
gue engloba el uso de tales componentes®'-%3,

2.5.1.3. Extraccion por fluidos supercriticos

Procedimiento en el cual se utiliza un gas inerte como el COz, el
cual es enfriado y presurizado con una bomba hasta superar su
punto critico. EI componente adquiere capacidad de difusion
sobre los sélidos y buen poder disolvente que extrae los aceites
esenciales y otros componentes. Las ventajas del método
comprenden: el alto rendimiento de extraccion, menor tiempo
del proceso, la capacidad de fraccionar la composicion a partir
de los ajustes de los parametros de extraccion y el menor gasto

de energia®!54,
2.5.1.4. Extraccion por microondas

Es un método que acopla un generador de microondas que

incide en la muestra y un sistema de refrigeracion para la
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condensacion de los componentes volatiles. Se emplea material
fresco, se realiza en seco y no hay intervencién de disolventes

organicos®"%.
2.5.2. Propiedades de los aceites esenciales

En diversos estudios de investigacion se han reportado las
propiedades medicinales de los aceites esenciales. Tales como: la
propiedades antibacterianas, antifungicas, antivirales, antioxidantes,
antiinflamatorias, anticancerigenas, antidiabéticas, antitoxigénicas,
antiparasitarias, insecticidas, antimutagénica, antiprotozoarias,

inmunomoduladoras, y antitumorales®-1°.
2.5.3. Caracteristicas fisicoquimicas
2.5.3.1. Solubilidad

Los aceites esenciales son solubles en disolventes organicos
debido a su caracteristica apolar. El grado de solubilidad es

propio del tipo de aceite esencial evaluado®'.
2.5.3.2. Densidad Relativa

Es una propiedad fisicoquimica notificada con mas frecuencia,
y es definida como la relacion de las densidades de un aceite y
del agua, cuando ambas estan a temperaturas idénticas. El
valor alcanzado es caracteristico para cada aceite esencial. El
picnometro es un instrumento comunmente usado para la

medicion de la densidad en liquidos®9-%5.
2.5.3.3. indice de Refraccion

La determinacién del indice de refraccion, representa una
constante fisica caracteristica de un aceite esencial. Esta
representado por la relacién del seno del &ngulo de incidencia 'y
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el seno del angulo de refraccion de un haz de luz que pasa de
un medio menos denso (aire) a uno mas denso (aceite

esencial)®0-5%,
2.5.4. Composicion quimica

Los aceites esenciales estan compuestos por dos grupos, la fraccidén
volatil y la no volatil. Respecto a la fraccion no volatil puede
comprender flavonoides, acidos grasos, ceras, carotenoides, entre
otros. Mientras que la fraccién volatil comprende a su vez dos grupos
de compuestos que derivan de distintos origenes biosintéticos. Los
cuales son los terpenos y los compuestos aromaticos derivados del
fenilpropano (Ce-Cs), respecto a este segundo grupo mencionado no
son muy frecuentes, mientras que los terpenos son considerados
como el grupo principal por la cantidad de variaciones estructurales
que presenta debido a “la alta reactividad de las especies catidnicas

intermediarias”>1:56-58,

De acuerdo al numero de unidades isoprénicas (Cs) estan
conformados  principalmente  por  monoterpenos  (C1w) Y
sesquiterpenos (C1s5); sin embargo, también son considerados los
hemiterpenos (Cs), diterpenos (Czo), triterpenos (Cso) y tetraterpenos
(Ca0). De estos los monoterpenos pueden comprender cerca del 90 %
del aceite esencial. Quimicamente  estan formados por el
acoplamiento de dos unidades de isopreno (Cs) y el precursor es el
geranilpirofosfato (GPP). De acuerdo a su estructura se clasifican
segun el nimero de ciclos como aciclicos, monociclicos o biciclicos.
Y respecto a los grupos funcionales como: alcoholes, aldehidos,
cetonas, éteres, esteres, fenoles o perdxidos'"%'57-59 En |a Tabla 1y

Figura 4 se muestran algunos ejemplos de monoterpenos.
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Tabla 1. Ejemplos de monoterpenos de acuerdo a sus funciones y estructura’ 1.

Monoterpenos
Aciclicos Geraniol, citronelol, nerol, linalol, lavandulol, etc.
Alcoholes Monociclicos Mentol, a-terpineol, 1-terpinen-4-ol, carveol, etc.
Biciclicos Borneol, fenchol, crisantenol, tuyan-3-ol, etc.
Aldehidos Aciclicos Geranial, citronelal, neral, etc.
Aciclicos Mirceno, ocimeno, etc.
Carburos Monociclicos Felandreno, terpineno, p-cimeno, etc
Biciclicos Canfeno, -3-careno, pineno, sabineno, etc
Aciclicas Tagetona
Cetonas Monociclicas Carvona, isomentona, mentona, piperitona, pulegona, etc.
Biciclicas Alcanfor, fenchona, tuyona, ombelunona, pinocanfona,
pinocarvone, etc.
Eteres 1,8-cineol, dill-éter, di o tetrahidrofuranicos, tetrahidropiranicos,
mentofurano, etc.
Aciclicos Acetato o propionato de linalilo, acetato de citronelilo, etc.
Esteres Monociclicos Acetato de mentilo, acetato de a-terpinilo, etc.
Biciclicos Acetato de isobornilo, etc.
Fenoles Carvacrol, timol, etc.
Peroxidos Ascaridol, etc
Monoterpenes
Hydrocarbon
Acyclic Monocyclic Bicyclic
CH, Z
=
H,C™ “CH, HyC” “CH, /‘{\\
Myrcene Ocimene Limonene Terpinene  Pinene Camphene
Oxygenated |
o}
-~
S AP Q
Linalool
Mou P /E;% 0
Citronellol Carveol  Prillaldehyde Camphor Eucalyptol

Figura 4. Clasificacién y estructura quimica de algunos

monoterpenos®®.
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El farnesilpirofosfato (FPP) es el precursor de los sesquiterpenos y
esta formado por tres unidades de isopreno, este grupo también
presenta variaciones estructurales tal como los monoterpenos
(aciclicos, monociclicos y bibiclicos), asi mismo “el alargamiento de la
cadena (FPP) aumenta el numero de ciclaciones posibles, de ahi la
amplia variedad de estructuras” 1585 En la Tabla 2 y Figura 5 se

muestra algunos ejemplos de sesquiterpenos.

Tabla 2. Ejemplos de sesquiterpenos de acuerdo a sus grupos funcionales''-%'.

Sesquiterpenos

Alcoholes
Aldehidos

Carburos

Cetonas
Epoxidos
Esteres

Carotol, cedrol, bisabolol, farnesol, B-santalol, patchulol, 3-nerolidol, viridiflorol, etc.

Sinensales

Azuleno, cadineno, curcumeno, elemenos, B-bisaboleno, B-cariofileno, farneseno,
longifoleno, zingibereno, etc.
Germacreno, nootkatona, cis-longipinano-2, p-vetivona, 7-diona, turmerona, etc.

Oxido de cariofileno, epéxidos de humuleno, etc
Acetato de cedrilo, etc.

Sesquiterpenes
Hydrocarbon
Acyclic Monocyclic Bicyclic Tricyclic
. CHy
( D Gl . 8
y J D~
3 H,C X , \
3 G [ ™H
N\ ~CH, " \
t\ CH«
Farensene Humulene Caryophyllene Copaene
Oxygenated I
OH
Ho |HC\CHy
- A—CH,
H. C/ ) | HOH H
OH LY
Farensol Patchoulol Globulol

Figura 5. Clasificacion y estructura quimica de algunos
sesquiterpenos®e.
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2.6. Métodos para evaluar la composicion quimica de los aceites

esenciales

Los aceites esenciales son mezclas complejas, por lo cual la identificacion
de sus componentes ha sido compleja. Antiguamente las técnicas
analiticas no eran tan sofisticadas como en las ultimas décadas, la
realizacion era muy tediosa y requerian de mucho tiempo [Cromatografia
en Capa Fina (CCF)]; sin embargo actualmente se cuenta con una amplia
variedad de técnicas analiticas para analizar la composicion quimica de los
aceites esenciales como por ejemplo la Cromatografia de Gases (CG), la
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR), Espectrometria
Infrarroja (IR), Espectrometria de Masas (EM), Cromatografia de Gases
acoplada a Espectrometria de Masas (CG/EM) y la Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion acoplada a Espectrometria de Masas (CLAR/EM)50-55.56,
En la Tabla 3 se puede observar las ventajas y desventajas de las técnicas

analiticas mencionadas.

Sin embargo la CG/EM se ha convertido en la principal herramienta para el
analisis de los compuestos volatiles en los aceites esenciales debido a que
permite identificarlas y cuantificarlas. Por otro lado si se desea analizar los
componentes no volatiles se podria usar la CLARS®,

El objetivo de la CG es separar los componentes de una muestra
vaporizada, por lo que son evaporados y arrastrados por la fase movil
gaseosa (la fase movil no interactia con los componentes) a través de una
fase estacionaria contenida en una columna. La separacién de los
componentes se da por los diferentes puntos de ebullicion de los mismos y
su afinidad por la fase estacionaria, después estos eluyen de la columna 'y
conforme se van separando van ingresando al EM, el cual registra el
espectro de cada componente. Y de este modo se les puede identificar y

cuantificar®®.
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Tabla 3. Ventajas y desventajas de diferentes técnicas analiticas para el analisis de

composicion quimica de los aceites esenciales®0-556061,

Tecr’n.ca Ventajas Desventajas
analitica
-Variabilidad de la respuesta sensorial.
('-'3 -Técnica simple, rapida y barata. -Proporciona poca informaciéon cuantitativa,
c s} salvo que se use un densitémetro de barrido.
0 -Baja resolucion para mezclas complejas.
o
g -Informacién cuantitativa. -Limitada a  compuestos  volatiles vy
2O -Simple, confiable, robustez, alta termoestables
7 O | sensibilidad y resolucién. -Dependiendo del tipo de detector podria ser
3 -Variedad de columnas y bases de datos.  una técnica destructiva.
4 -Para una buena identificacion de los
‘E’ componentes, se requiere de cromatogramas
8 E -Aporta informacién cuantitativa. estandares para su comparacion.
[ i |-Analisis de componentes no volatiles o -Inadecuada separacion de componentes en
O |termolabiles. mezclas complejas.
-Requiere de volumenes de muestra
significativos.
-Andlisis de componentes volatiles y no -Poca sensibilidad y selectividad en el analisis
@ o volatiles. de mezclas complejas.
©| = |-ldentifica totalmente a las sustancias. -Requiere de programas informaticos para una
§ ré -Técnica no destructiva. completa identificacidn (técnica costosa).
\§ g -Alta sensibilidad. -Tecnl_ca destryctlva. _
k9 -Abundancia de datos estructurales. -Requiere de sistemas computarizados para una
2 E -ldentifica totalmente a los compuestos: completa identificacién (técnica costosa).
° masa y forma molecular. -Requiere acoplamiento de técnica
cromatografica para informacioén cuantitativa.
= |-Alta sensibilidad y selectividad. -Requiere de sistemas computarizados para una
m W | -Informacion cuantitativa y cualitativa. completa identificacidn (técnica costosa).
§ 8 8 -Sepellra e :d_entlflca compuestos en 'T.ec.mca destructiva. N
= s mezclas complejas. -Limitada para componentes no volatiles.
28 F -Alta selectividad -Baja resolucién en mezclas complejas.
S| g S| -Informacion cuantitativa  exacta, masa _geqyiere de sistemas computarizados para una
I W molecular y estructura. . e
(&) completa identificacidn (técnica costosa).

Leyenda: CCF: Cromatografia en Capa Fina, CG: Cromatografia en Gas, CLAR: Cromatografia Liquida de
Alta Resolucién, IR: Espectrometria Infrarroja, EM: Espectrometria de Masas, RMN: Espectroscopia de

Resonancia Magnética Nuclear,

CG/EM: Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas,

CLAR/EM: Cromatografia de liquidos de alta resolucién acoplada a Espectrometria de Masas.
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2.7. Métodos para evaluar la actividad antimicrobiana

Debido a la necesidad de estandarizar las pruebas microbiologicas se
promovié la creacion del Comité Nacional de Normas de Laboratorio
Clinico (National Committee for Clinical Laboratory Standards, NCCLS),
actualmente el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (Clinical
and Laboratory Standards Institute, CLSI), para desarrollar y fomentar el
uso de guias de practicas clinicas y de laboratorio con la finalidad de
conservar la calidad de los ensayos. Entre estas pruebas aceptadas por el
CLSI, se encuentran: difusion en agar y dilucién en caldo.

2.7.1. Difusion en agar

El método de difusibn en agar es una prueba de susceptibilidad
antimicrobiana que consiste en la difusion de un agente
antimicrobiano de concentracién conocida desde discos a través de
un medio de cultivo donde ha sido sembrado un in6culo de estudio.
Se determina la zona de inhibicién o halo de inhibicion que guarda
relacidbn con el poder antimicrobiano de la sustancia evaluada. El
didmetro del halo de inhibicibn no solamente depende de la
naturaleza quimica del antimicrobiano, sino también del grado de

difusion de la sustancia evaluada®2-66.
2.7.2. Dilucion en caldo

El método de dilucién en caldo es una prueba de gran difusion en la
comunidad cientifica. Consiste en la evaluacion de una concentraciéon
conocida del microrganismo prueba que es enfrentada contra un
agente antimicrobiano o sustancia prueba, las concentraciones
evaluadas son diluciones seriadas de la sustancia antimicrobiana.
Generalmente se emplea la prueba de microdilucién debido al bajo
costo de recursos. La finalidad de esta prueba de susceptibilidad
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antimicrobiana es la determinaciéon de la concentracion minima
inhibitoria (CMI)86-6°,

2.7.3. Dilucién en agar

El método de dilucibn en agar consiste en la evaluacién de
concentraciones seriadas de un agente antimicrobiano que es
enfrentado a un indculo conocido de un microorganismo determinado

sobre la superficie del agar s6lido®:68,
2.8. Actividad antioxidante
2.8.1. Radicales libres (RL)

Los radicales libres son atomos o moléculas que tienen uno o mas
electrones desapareados en su ultima orbita, lo cual le da ciertas
caracteristicas: inestabilidad, alta reactividad y tiempo de vida media
corta. Su objetivo es alcanzar su estabilidad electroquimica, captando
el numero de electrones que requiera de una molécula vecina, quien
a su vez se convertira en un nuevo RL. El proceso se repite
provocando una reaccion en cadena, y puede afectar hasta un millén

de moléculas, desencadenando dario celular’0-73.

Existen dos grupos de moléculas reactivas: las especies reactivas del
oxigeno y nitrégeno (ERO y ERN)”3. Las especies reactivas de
oxigeno son las siguientes: anién radical superoxido (Oz ), perbxido
de hidrégeno (H202), radical hidroxilo (OH-), oxigeno singlete ('O2),
oxido nitrico (NO:), perdxido (ROO:), semiquinona (Q). De este grupo
los mas importantes son el aniéon superéxido (mas abundante a nivel
celular y se forma en la cadena de transporte de electrones), el
peréxido de hidrégeno (no es considerado como radical libre, pero
tiene la capacidad de generar el radical hidroxilo) y el radical hidroxilo

(que es altamente reactivo)’%73,
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Por otro lado la produccién de RL de fuente endégena cumplen un rol
importante en la defensa contra bacterias y virus, favoreciendo la
sintesis de prostaglandinas y coldgeno, maduracién de reticulocitos
entre otros: En cantidades moderadas es beneficioso para el
organismo, la situacidbn cambia cuando los RL son generados por
fuentes exdgenas’®’1.73.74 (Ver Tabla 4)

Tabla 4. Fuentes de radicales libres?°.

Fuentes endogenas Fuentes exdégenas
-Mitocondria. -Radiaciones (UV, rayos X, gamma).
-Citocromo p450. -Contaminantes (ozono, hipocloritos, fibras de
-Peroxisomas. asbestos, 6xido nitrico y diéxido de nitrégeno,
-Fagocitosis. silice, toxinas, hipocloritos, paraquat, etc).
-Xantina deshidrogenasa -Drogas (acetaminofeno, ciprofloxacino,
antidepresivos triciclicos, bleomicina,

nitrofurantoinas, etc)
-Dieta (acidos grasos poliinsaturados, etc).
-Otros (humo del cigarro, etc)

2.8.2. Estrés oxidativo

Los sistemas oxidantes en cantidades normales no afectan al
organismo, ya que son neutralizadas por los antioxidantes
enddgenos; sin embargo, cuando la concentracion de RL esta
incrementada provoca un desbalance, dando lugar al estrés oxidativo
y afectando los procesos metabdlicos. Como consecuencia provoca
danos irreversibles en las células, ya que quimicamente reacciona
con lipidos, moléculas de ADN y proteinas. En varios estudios se
concluyé que el estrés oxidativo es el responsable de diferentes
enfermedades tales como Parkinson, diabetes mellitus, cancer,
Alzheimer, esclerosis, envejecimiento, ateroesclerosis,

cardiomiopatias entre otras’’-7374,
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2.8.3. Antioxidantes

Son moléculas capaces de donar electrones para estabilizar a los
radicales desapareados y neutralizar los danos. Por lo tanto impide
que otras moléculas se unan a las especies reactivas de oxigeno o
nitrogeno, al reaccionar mas rapido con los radicales libres. Esta

accion lo realiza tanto en medios hidrofilicos como hidrofobicos”3-74.

Los antioxidantes se clasifican de acuerdo a su origen como exdgenos
(adquiridos de la dieta), enddgenos (producidos por el organismo), y
no enzimaticos. Actuan de manera conjunta previniendo o controlando
los niveles de RL que se producen y asi evitar el dafio que podrian
causar’®’.74 Ver Tabla 5.

Tabla 5. Clasificacién de antioxidantes de acuerdo a su origen”374,

Origen Accion

-Neutraliza el oxigeno singlete.
-Captura radicales libres de hidroxilo.

Vitamina E
tamina -Captura O2.
-Neutraliza peréxidos.
Ex6 -Neutraliza el oxigeno singlete.
X0genos o -Captura radicales libres de hidroxilo.
Vitamina C
-Captura O2.
-Regenera la forma oxidada de la vitamina E.
Betacarotenos -Neutraliza el oxigeno singlete.
Flavonoides, licopenos
Enzimaticos -Cofactor.
o . -Cobre, sodio, manganeso.
Superéxido dismutasa . . L, . .
Endd -Cataliza la dismutacion del oxigeno a peroxido
ndogenos de hidrégeno.
Catalasa -Hierro.
. . -Depende de selenio para catalizar la reaccion de
Glutation peroxidasa s -
peroxido de hidrégeno a agua.
. -Barreras fisiol6gicas que enfrenta el oxigeno a su
Glutation g 9 ) g
N paso desde el aire hasta las células.
o Coenzima Q

enzimaticos

-Transportadores de metales (transferrina 'y

Acido tioctico :
ceruloplasmina).
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2.8.4. Métodos para evaluar la actividad antioxidante

Existen distintos métodos para evaluar las propiedades antioxidantes

tal como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Clasificacion de métodos para evaluar la actividad antioxidante’®.

Métodos In vitro

Métodos In vivo

-Actividad secuestradora de DPPH

-Ensayo de captacion de perdoxido de
hidrégeno (H2032)

-Actividad secuestrante de 6xido nitrico (NO-)

-Actividad secuestrante del
peroxinitrito (ONOO-)

-Ensayo de decoloracion de catién radical
ABTS

-Ensayo de reduccién de energia antioxidante
férrica (FRAP)

-Actividad secuestrante del radical superéxido

radical

-Actividad secuestrante del radical hidroxilo

-Método de capacidad de absorbancia del
radical de oxigeno (ORAC)

-Método del fosfomolibdeno
-Método del tiocianato férrico (FTC)
-Método del &cido tiobarbiturico (TBA)

-Capacidad reductora férrica del plasma
-Estimacion glutation reducida (GSH)

-Estimacion  de
(GSHPx)

-Glutatién-S-transferasa (GSt)

-Método superéxido dismutasa (SOD)

glutatién  peroxidasa

- Ensayo de peroxidacion lipidica (LPO)

-Ensayo de la actividad de y-glutamil
transpeptidasa (GGT)

-Ensayo de glutation reductasa (GR)
- Catalasa (CAT)
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lll. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Materiales y métodos
3.1.1. Materiales, reactivos y equipos

3.1.1.1. Material vegetal

Se uso las hojas secas de las siguientes especies vegetales:

e Croton adipatus Kunth
e Croton thurifer Kunth
e Croton collinus Kunth

3.1.1.2. Material bioldgico

e Staphylococcus aureus ATCC 25923
e Bacillus subtilis ATCC 6633
e Escherichia coli ATCC 25922

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
e Candida albicans ATCC 10231

3.1.1.3. Materiales

e Probeta florentino

e Embudo simple

e Beakers de vidrio 100 mL y 250 mL

e Probetas de vidrio 25 mL, 50 mL, 100 mL y 500 mL
e Pipetas de vidrio 1 mL,2mL,5mLy 10 mL

e Fiolas de vidrio 25 mL, 50 mL y 100 mL

e Placas Petri de vidrio

e Tubos de ensayo de vidrio

e Frascos de vidrio ambar 5 mL, 10mL y 25 mL

e Viales de vidrio ambar

e Baguetas de vidrio
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e Tips de 100 pL y 1000 pL

e Cubeta espectrofotométrica
e Picnémetro de 1mL

e Sacabocados

e Micropipetas

e Micropipeta multicanal

e Microplaca estéril de 96 pozos con fondo en U (SPL)
3.1.1.4. Reactivos

Los reactivos fueron adquiridos de Merck, Sigma-Aldrich y
Movilab.

e Agua destilada

e Dimetilsulféxido

e Resazurina

¢ Sulfato de sodio anhidro

e DPPH: Acido 1, 1-difenil-2-picrilhidrazilo
e Vitamina C

e Cloruro de sodio

o Polisorbato 20

3.1.1.5. Medios de cultivo

e Agar Tripticasa Soya (Merck)

e Agar Mueller Hinton (Merck)

e Agar Dextrosa Sabouraud al 4% (Merck)

e Caldo Glucosa 2% segun Sabouraud (Merck)

e Caldo Mueller Hinton (Merck)

e Medio RPMI 1640 con glutamina sin bicarbonato (Sigma-
Aldrich)

e Buffer acido morfolino propanosulfénico (MOPS) (Sigma-

Aldrich)
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3.1.1.6. Equipos

e Equipo de destilacion por arrastre de vapor de acero
inoxidable

e Balanza analitica (Acculab)

e Autoclave (ALP)

e Estufa (Memmert)

e Refrigeradora (Coldex)

e Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890 con
detector espectrometro de masas Agilent Technologies
5975C

e Incubadora (Incucell)

o Espectrofotometro: Espectro UV-Visible (Thermo Fisher
Scientific)

e Balanza (Sartorius)
3.1.2. Entidades donde se desarrollé la investigacion

La extraccion por destilacion con arrastre de vapor de agua, se
desarroll6 en el laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la UNMSM. La determinacion cualitativa y
cuantitativa de los componentes de las especies vegetales en estudio
se efectud en el laboratorio de Productos naturales de la Unidad de
Investigacion en Productos Naturales de la Facultad de Ciencias y
Filosofia “Alberto Cazorla Talleri” de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia. La evaluacién de la actividad antimicrobiana se desarroll6 en
el laboratorio de Microbiologia del Instituto de Quimica Bioldgica,
Microbiologia y Biotecnologia “Marco A. Garrido Malo” de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM. Los analisis fisicoquimicoy
antioxidante se realizaron en el laboratorio de Orgéanica del Instituto
de Ciencias Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan de Dios

Guevara” de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM.
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3.1.3. Metodologia

3.1.3.1. Flujograma del trabajo experimental

Recoleccién, seleccién y
secado de la especie

Clasificacion taxonémica

Extraccion del aceite esencial
por Arrastre por Vapor

Analisis fisicoquimico

Solubilidad

Densidad

Determinacion de los
componentes
quimicos del aceite
esencial, por
Cromatografia de
Gases y
Espectrofotometria
de Masas (GC/MS)

indice de
refraccién

Determinacién de la
actividad
antimicrobiana frente
Staphylococcus
aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia
coli, Pseudomonas
aeruginosa, Candida
albicans

Determinacion de la
actividad antioxidante

Método de difusién
en agar

Método de
microdilucién
colorimétrica (CMI)

Método de captacién
del radical DPPH
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3.1.3.2. Tipo de estudio
Descriptivo y prospectivo.
3.1.3.3. Recoleccion e identificacion de las especies vegetales

Las especies vegetales Croton adipatus Kunth y Croton thurifer
Kunth fueron recolectadas en la localidad “El almendral”, Distrito
Jaén, Provincia Jaén, Departamento Cajamarca, a una altitud
de 650 m.s.n.m., y la especie Croton collinus Kunth, fue
recolectada en la localidad “Jahuanga”, Distrito Bagua grande,
Provincia Utcubamba, Departamento Amazonas, a una altitud
de 700 m.s.n.m. el mes de Junio del 2017.

Posteriormente las hojas fueron separadas del tallo y se
sometieron a un proceso de secado al aire libre, evitando la
exposicion a la luz solar directa con la finalidad de conservar los
componentes volatiles y asi mismo lograr un mayor tiempo de
almacenaje’®. Luego se empaquetaron y etiquetaron para su
transporte.

La identificacién y clasificacion taxondémica de las especies
vegetales fueron desarrolladas por el biélogo José Campos de
la Cruz, consultor botanico. (Anexos 2-7)

3.1.3.4. Extraccion de los aceites esenciales

La extraccion de los aceites esenciales se baso6 en el método de
destilacion por arrastre de vapor de agua’’. Se acondiciond el
equipo de hidrodestilacién y se pesaron 10 Kg de hojas secas
de cada especie vegetal estudiada. En cada ciclo de extraccién
se emplearon 13 litros de agua por cada kilo de muestra, por un
periodo de 2 horas, para luego ser recepcionados en una
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probeta florentino donde se separa el agua del aceite por
diferencia de densidad.

La fraccion de los aceites esenciales extraidos se deshidratd con
sulfato de sodio anhidro, para lograr eliminar los ultimos restos
de agua. Finalmente se almacenaron en recipientes de vidrio

ambar con cierre hermético a 4 °C, hasta los analisis.
3.1.3.5. Analisis preliminar de los aceites esenciales

Se determind por el método gravimétrico — volumétrico el
porcentaje de rendimiento del Aceite Esencial (% RAE) con la

siguiente expresion’e:
% RAE = VOI.AE (ML) / Pmuestra (g) X 100
Donde:
Vol.AE: Volumen del aceite esencial obtenido en mililitros.
Pmuestra:  Peso de la muestra a destilar en gramos.

Asi mismo, se realizd el analisis organoléptico, solubilidad y el
analisis fisicoquimico determinandose las principales constantes

fisicas: indice de refraccion y la gravedad especifica’.

3.1.3.6. Cromatografia de gases/espectrometria de masas (CG/EM)

de aceites esenciales

Para el andlisis de cada muestra se utiliz6 20 yL del aceite
esencial en 980 pL de diclorometano, que fueron luego
inyectados en el cromatdgrafo de gases Agilent Technologies
7890A acoplado a un detector selectivo de masas Agilent
Technologies 5975C. La separacion de los compuestos de la

mezcla fue llevada a cabo mediante una columna capilar apolar
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DB-5MS (60 m x 250 pm x 0,25 um) (J & W de 5% fenil
metilpolisiloxano). La temperatura del inyector se mantuvo a 250
°C y la inyeccion se realizdé en modo split (20:1). El programa de
temperaturas del horno fue como sigue: temperatura inicial de
50 °C; posteriormente luego se incrementé a 2,5 °C/min hasta
180 °C, 10 °C/min hasta 200 °C, y finalmente a 20 °C/min hasta
240 °C. El tiempo de corrida fue de 56 minutos, utilizando helio
como gas de arrastre a un flujo constante de 1mL/min. Los
constituyentes de los aceites esenciales fueron identificados por
comparacién de los espectros de masas de cada pico con los de
la libreria de espectros de masas de las bases de datos Flavor 2
y la del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST, 08).
Este andlisis se realizd en el laboratorio de la Unidad de
Investigacion en Productos Naturales de la Facultad de Ciencias
y Filosofia “Alberto Cazorla Talleri” de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia.
3.1.3.7. Actividad antimicrobiana
3.1.3.7.1. Método de difusion en agar

Se basa en la formacion de halos claros debido a la difusion
de las sustancias activas en un medio sélido que expresan
la zona de inhibicibn del crecimiento de Ilos

microorganismos evaluados®2-65,
a) Microorganismos de estudio

Se utilizaron los  siguientes  microorganismos:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y la levadura
Candida albicans ATCC 10231 del Laboratorio de
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Microbiologia del Instituto de Quimica Bioldgica,
Microbiologia y Biotecnologia “Marco A. Garrido Malo”

de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM.
b) Preparacion del inéculo

Las bacterias y la levadura fueron subcultivadas en agar
Tripticasa Soya y en agar Dextrosa Sabouraud
respectivamente 24 horas antes de la prueba. Se
preparé la suspension de los microorganismos en
solucién salina 0,9% estéril con ayuda de una asa de
Kohle y se ajustd la turbidez segun el tubo 0,5 de la
escala de McFarland que corresponde a una
concentracion aproximada de 1-2 x 108 UFC/mL para las
bacterias y 1-5 x 108 UFC/mL para las levaduras®®66.80,

c) Preparacion de las muestras

Las muestras de los aceites esenciales de las especies
en estudio se trabajaron a las concentraciones de 10%,
50% y 95%, utilizando como solvente DMSO.

d) Controles

Para el ensayo se utilizO como controles positivos
Ciprofloxacino (0,05 mg/mL) y Ketoconazol (0,2 mg/mL)
disuelto en agua y DMSO, respectivamente. Los
controles del solvente (DMSQO) se incluyeron en cada
experimento como controles negativos. Las pruebas se
realizaron por triplicado y se trabajaron bajo las mismas
condiciones de las muestras de los aceites esenciales

en estudio.
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e) Preparacion de las placas

Se utilizé el agar Mueller Hinton para las bacterias y el
agar Dextrosa Sabouraud para la levadura, previamente
reconstituidos con agua destilada, esterilizados por
autoclavado, enfriados y mantenidos a 45°C — 50°C.
Estos fueron inoculados con 0,4 mL de suspensién del
inbculo por cada 100 mL de medio de cultivo,
seguidamente se homogenizé y se distribuyd en placas
Petri de vidrio estériles de 90 mm de diametro, a razén de
25 mL por placa. Se dejé solidificar y se rotulé con el
nombre del microorganismo evaluado. Finalmente se
hicieron pozos con la ayuda de un sacabocado de acero
de 9 mm de diametro externo, los sobrantes se retiraron
con el asa de Kohle. Cada microorganismo se trabajé por

triplicado.

f) Incorporacion de las muestras e incubacion de las

placas

Se incorporé 100 pL de las concentraciones de los aceites
esenciales en estudio (10%, 50%, y 95%) de las
diferentes muestras en los pozos, luego se dej6 reposar
por 30 minutos bajo refrigeracion para favorecer la
difusion de los aceites esenciales y evitar la proliferaciéon
de los microorganismos, seguidamente se llevo a
incubacion en estufa a 37 °C por 24 horas. Cada

concentracion se evalud por triplicado.
g) Lectura de los resultados

Luego de la incubacién se observaron la presencia de
las zonas de inhibicion del crecimiento (halos claros) y
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se midieron los didmetros en mm. Se consideré que
tiene una actividad antimicrobiana significativa a una
zona perfectamente clara con un diametro mayor de 18

mm©®2,

3.1.3.7.2. Método de microdilucion colorimétrica para Ila
determinacion de la CMI

Se basa en la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) del crecimiento de los microorganismos,
expresado como la ausencia del cambio de coloracién
purpura de la resazurina (indicador de la ausencia de

células viables)®’.

Estas pruebas se hicieron siguiendo los protocolos del
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, por
sus siglas en inglés). Para las pruebas con bacterias se usé
el protocolo CLSI M07-A10 modificado®®, y para Candida
albicans se us6 el protocolo CLSI M27-A3%, vy las

modificaciones de Liu My col®.
a) Microorganismos de estudio

Se utilizaron los  siguientes  microorganismos:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y la levadura
Candida albicans ATCC 10231 del Laboratorio de
Microbiologia del Instituto de Quimica Bioldgica,
Microbiologia y Biotecnologia “Marco A. Garrido Malo”
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM.
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b) Preparacion del inéculo

Se realiz6 el repique de los microorganismos en estudio
24 horas antes de la prueba en agar Tripticasa Soya
para las bacterias, y agar Dextrosa Sabouraud para la
levadura, incubado a condiciones aerobias a 37 °C.

El dia del ensayo, se prepar6 la suspensién de los
microorganismos en solucién salina 0,9% estéril con
ayuda de una asa de Kohle y se ajusto la turbidez segun
el tubo 0,5 de la escala de McFarland que corresponde
a una concentracion aproximada de 1-2 x 108 UFC/mL
para las bacterias y 1-5 x 108 UFC/mL para las

levaduras.

A continuacién para las bacterias se realizd las
diluciones consecutivas de 1:30 y 1:5 con caldo Mueller
Hinton para obtener un inéculo de 6,6 — 13,3 x 10°
UFC/mL (inéculo 2x). Para la levadura se realizd las
diluciones consecutivas de 1:50 y 1:20 con medio RPMI
1640 para obtener un inéculo de 1-5 x 10% UFC/mL
(in6culo 2x).

Por cada 20 mL de las suspensiones de los indculos 2x
(bacterias o levaduras) se agreg6 0,1 mL de la solucién
de resazurina 20 mg/mL que fue previamente preparada
en condiciones asépticas utilizando un filiro de 0,22

Hmes.
c) Preparacion de las muestras

Las soluciones madres de los aceites esenciales se
prepararon a concentracion de 80 pL/mL [aceite esencial
(80): polisorbato 20 (50): caldo Mueller Hinton (870)],
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para las pruebas en bacterias o concentracion de 80
puL/mL [aceite esencial (80): polisorbato 20 (50): caldo
RPMI 1640 (870)], para la prueba en levadura. Las
concentraciones finales (x) de las muestras fueron
desde 0,079 a 40 pyL/mL. Para obtener las 10 diluciones
triplemente seriadas de las concentraciones finales (2x)
correspondiente al rango de 0,157 - 80 pL/mL; se
agregaron para tres filas: 100 yL de caldo Mueller Hinton
(bacterias) o caldo RPMI 1640 (levadura), desde la
columna 3 a la columna 12. Después se adiciond 100 uL
de la solucion patron segun corresponda (bacteria o
levadura) en la columna 2 y la columna 3 de la placa de
microdilucidn. A continuacion, se tomaron 100 uL de la
columna 3 (200 uL) y se pasaron a la 4, y asi hasta llegar
a la columna 11. Los ultimos 100 uL provenientes de la
columna 11 fueron desechados. La concentracion final
de polisorbato 20 fue igual o inferior al 2,5 % (v/v). (ver
Tabla 7)
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Tabla 7. Dilucion de los aceites esenciales.

Dilucion de los aceites esenciales

Concentracion

Concentracion

Volumen Volumen Volumen

Paso inicial I:tuue;;;a transferido ML intermedio Voflil;zen F::;::II tg;)(; Tubo
HL/mL pL (M o R) ML uL/mL

1 80 Stock 100 - 100 100 80 N°2
2 80 Stock 100 100 200 100 40 N°3
3 40 N°3 100 100 200 100 20 N°4
4 20 N°4 100 100 200 100 10 N°5
5 10 N°5 100 100 200 100 5 N°6
6 5 N°6 100 100 200 100 2,5 Ne°7
7 2,5 Ne°7 100 100 200 100 1,25 N°8
8 1,25 N°8 100 100 200 100 0,625 N°9
9 0,625 N°9 100 100 200 100 0,313 N°10
10 0,313 N°10 100 100 200 100* 0,157 N°11

Leyenda: M: caldo Mueller Hinton R: caldo RPMI 1640 (*) Los 100 pL sobrantes se desechan.

d) Preparacion de los controles

Los controles positivos utilizados para las pruebas
fueron Ciprofloxacino, para las bacterias, y Ketoconazol
para la levadura. El Ciprofloxacino se solubiliz6 en agua
y fue preparado a 6400 upg/mL, mientras que el
Ketoconazol se solubiliz6 en DMSO vy fue preparado a
1600 pg/mL, siguiendo las recomendaciones del CLSI.
Las concentraciones finales (x) de los controles fueron
desde 0,125 a 64 yg/mL y desde 0,0313 a 16 ug/mL para
Ciprofloxacino y Ketoconazol respectivamente.

Para obtener las 10 diluciones triplemente seriadas de
las concentraciones finales (2x) correspondiente al
rango de 0,250 a 128 ug/mL y desde 0,063 a 32 pg/mL
para Ciprofloxacino y Ketoconazol respectivamente; se
agregaron para tres filas: 100 yL de caldo Mueller Hinton
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(bacterias) o caldo RPMI 1640 (levadura), desde la
columna 3 a la columna 12. Después se adiciond 100 pL
de la solucion patron segun corresponda (bacteria o
levadura) en la columna 2 y la columna 3 de la placa de
microdilucidn. A continuacion, se tomaron 100 uL de la
columna 3 (200 pL) y se pasaron a la 4, y asi hasta llegar
a la columna 11. Los ultimos 100 uL provenientes de la
columna 11 fueron desechados. Se utiliz6 como control
de esterilidad el caldo Mueller Hinton con resazurina en
el caso del Ciprofloxacino y el medio RPMI 1640 con
resazurina de acuerdo al protocolo de Liu My col. en el
caso de Ketoconazol®. (ver Tablas 8 y 9)

Tabla 8. Dilucion del Ciprofloxacino.

Dilucion del ciprofloxacino

Concentracion

Concentracion

Volumen Volumen Volumen

Paso inicial I:tuue;;;a transferido ML intermedio Voflil::len F::;::II t(:«az:t)e Tubo
ng/mL ML (M) ML L

1 128 Stock 100 - 100 100 128 N°2
2 128 Stock 100 100 200 100 64 N°3
3 64 N°3 100 100 200 100 32 N°4
4 32 N°4 100 100 200 100 16 N°5
5 16 N°5 100 100 200 100 8 N°6
6 8 N°6 100 100 200 100 4 N°7
7 4 Ne7 100 100 200 100 2 N°8
8 2 N°8 100 100 200 100 1 N°9
9 1 N°9 100 100 200 100 0,5 N°10
10 0,5 N°10 100 100 200 100* 0,250 N°11

M: caldo Mueller Hinton (*) Los 100 uL sobrantes se desechan.
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Tabla 9. Dilucién del Ketoconazol.

Dilucion del Ketoconazol

Concentracion

Conc.:e.nt.racién Fuente Volumt.an Volumen . Vqumer.l Volumen Final (2x)
Paso inicial (tubo) transferido ML intermedio final Resultante Tubo
mg/mL ML (R) ML -

1 32 Stock 100 - 100 100 32 N°2
2 32 Stock 100 100 200 100 16 N°3
3 16 N°3 100 100 200 100 8 N°4
4 8 N°4 100 100 200 100 4 N°5
5 4 N°5 100 100 200 100 2 N°6
6 2 N°6 100 100 200 100 1 Ne°7
7 1 Ne°7 100 100 200 100 0,5 N°8
8 0,5 N°8 100 100 200 100 0,250 N°9
9 0,250 N°9 100 100 200 100 0,125 N°10
10 0,125 N°10 100 100 200 100* 0,063 N°11

R: caldo RPMI 1640 (*) Los 100 uL sobrantes se desechan.

e) Procedimiento de

la prueba de microdilucion

colorimétrica

El ensayo de microdilucién colorimétrica fue realizada en

microplacas estériles de 96 pocillos de fondo en U®°,

La distribucion referencial de las muestras y controles se
realizd teniendo en cuenta el disefio modelo (Tabla 7-9).

Una vez obtenidas, las concentraciones seriadas segun
sea el tipo de muestra (paso c) o control positivo (paso d),
se agregd 100 pL del in6culo 2x con el indicador
resazurina desde la columna 2 hasta la 12 (paso b). Por
otro lado también se consideraron pozos de control de
esterilidad en la columna 1 (caldo Mueller Hinton o medio
RPMI 1640, conteniendo resazurina) y pozos de control
de crecimiento (caldo Mueller Hinton con inéculo de las
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bacterias en estudio o RPMI 1640 con inéculo de Candida
albicans). Al finalizar, las microplacas fueron rotuladas y
cubiertas en bolsas de polietleno para evitar la
volatizacion de las muestras®'. Las microplacas se

incubaron a 37 °C por 24 h en condiciones aerobias.
f) Lectura de los resultados

Se realizd visualmente y considerd6 como resultado
positivo a cualquier cambio de color de purpura
(resazurina) a rosado resorufina®. (ver Figura 6)

NaO o A 0
PN Agentes reductores — o =
Resazurina (no - W

Resorufina (fluorescente)

fluorescente)

habs = 604 nm

Aabs/iem = 571/585 nm

Figura 6. Reaccién de oxidacién de Resazurina®.

Los valores de CMI se definen como la concentracion mas
baja de aceite esencial en estudio que impide un cambio
de color de la resazurina®’. El promedio de tres valores
fueron calculados y se reportaron como la CMI.

g) Interpretacion de los resultados

Al no contar con una clasificacién de la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales, se tomé en
cuenta los parametros de Holetz y col.83, de manera
referencial. (ver Tabla 10)
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Tabla 10. Interpretacion de resultados para

Concentracion Minima Inhibitoria

Actividad antimicrobiana CMI
Inactivo > 1000 pg/mL
Débil actividad 500 a 1000 pg/mL
Moderada actividad 100 a < 500 pg/mL
Buena actividad <100 pg/mL

3.1.3.8. Determinaciéon de la capacidad antioxidante por captacion
del radical 1,1-difenil-2-2-picril-hidrazilo (DPPH)75: 84, 85

Se basa en la determinacion del grado de pérdida de la
coloracion violeta (radical libre estable), como resultado de la
donacién de un atomo de hidrogeno proveniente del sustrato

antioxidante.

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) debido a la
presencia de un electrén desapareado posee coloracion violeta,
caracterizado por una banda de absorcion centrada a

aproximadamente 517 nm en una solucién de metanol. (ver

Figura 7)
2 <(j)> s S(.)>
OgN <(:)§§—u/ o,u@{g N
oy (O M o 2(_‘>> i
Diphenylpicrylhydrazy] (free radical) Diphenylpicrylhydrazine (nonradical)

Figura 7. Reaccion de DPPH”>.
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3.1.3.8.1. Procedimiento

Se prepar6 la solucién stock de 20 mg/L de 1,1-difenil-2-
picril-hidrazilo (DPPH) en metanol y se almacené a 4°C
protegido de la luz. Luego se realiz6 una serie de
soluciones metandlicas iniciales de los aceites esenciales
de Croton adipatus Kunth, Croton thurifer Kunth y Croton
collinus Kunth. (Ver Tabla 11) Seguidamente se agregé
800 pL de la soluciéon de trabajo de DPPH y se agito.
Finalmente se dejaron en reposo durante 30 minutos
protegidos de la luz y se leyé a una longitud de onda de
517 nm. Las concentraciones fueron realizadas por

triplicado.

Tabla 11. Preparacion de las muestras para la prueba de Captacién del
radical libre 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH).

Tubos

A B C D E F DPPH Blanco

Concentracion

60 30 10 3 1 - -

inicial (uL/mL)

Muestra (mL) 04 04 04 04 04 04 - 0,4
Metanol (mL) - - - - - - 0,4 0,8
DPPH (mL) 08 08 08 08 08 0,8 0,8 -

Total (mL)

1,2 1,2 12 12 12 1.2 1,2 1,2

Concentracion

final (uL/mL)

20 10 33 1 0,3 - -
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Con los valores de absorbancia obtenidos se determiné el
porcentaje de captacion de radicales libres mediante la
siguiente expresion:

Abs.DPPH — Abs.muestra

% Inhibicion de DPPH = Abs DPPH x100

También se determina la ICso  definida como la
concentracion necesaria del antioxidante que se requiere
para inhibir el 50% del radical libre. Se us6 como estandar

antioxidante a la vitamina C (Tabla 12).

Tabla 12. Preparacién de la Vitamina C para la prueba de Captacion
del radical libre 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH).

Tubos A B C D DPPH Blanco

Concentracion

L 10 7,5 5 2,5 - -
inicial (ug/mL)

Vitamina C (mL) 04 04 04 04 - 0,4
Metanol (mL) - - - - 0,4 0,8
DPPH (mL) 08 08 08 038 0,8 -

Total (mL) 1,2 12 12 12 1.2 1,2

Concentracion
final (ng/mL)

3.1.3.9. Analisis estadistico

Los resultados fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA)

seguido de la prueba de Tukey.
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IV. RESULTADOS

4.1. Analisis preliminar de los aceites esenciales

Las Tablas

13 y 14 muestran

las caracteristicas organolépticas,

propiedades fisicoquimicas y rendimiento de los aceites esenciales de las

especies vegetales en estudio.

Tabla 13. Analisis de las caracteristicas organolépticas de los aceites esenciales

en estudio.
Croton adipatus Croton thurifer Croton collinus
Kunth Kunth Kunth
Asbecto Liquido oleoso Liquido oleoso Liquido oleoso
P translucido transliucido translucido
Color (+) (++) (+++)
Olor Fuerte olor Fuerte olor Fuerte olor
aromatico aromatico aromatico
Sabor Sui géneris Sui géneris Sui géneris

Leyenda: (+) amarillo pélido; (++) amarillo palido a amarillo intenso; (+++) amarillo intenso

Tabla 14. Propiedades fisicoquimicas y rendimiento de los aceites esenciales en

estudio.

Croton adipatus
Kunth

Croton thurifer
Kunth

Croton collinus
Kunth

Solubilidad

Densidad
(25°C)

indice de
refraccion

Rendimiento

Insoluble en agua y
etanol 50 por cierto,
soluble en metanol,
DMSO y etanol
absoluto.

0,9064 g/mL

1,4715

0,47%

Insoluble en agua y
etanol 50 por cierto,
soluble en metanol,
DMSO vy etanol
absoluto.

0,9371 g/mL

1,4800

0,07%

Insoluble en agua y
etanol 50 por cierto,
soluble en metanol,
DMSO y etanol
absoluto.

0,9117 g/mL

1,4845

0,06%
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4.2. Cromatografia de gases/espectrometria de masas (CG/EM) de aceites

esenciales

4.2.1. Cromatografia de gases/espectrometria de masas de Croton

adipatus Kunth

En el analisis por Cromatografia de Gases / Espectrometria de Masas
(CG/EM) del aceite esencial de Croton adipatus Kunth, se
identificaron 46 compuestos que comprenden el 100% de la
composicion total del aceite esencial; en la siguiente Tabla 15 se
muestra la composicion quimica, mientras que en la Figura 8 y Anexo
8 se observa el cromatograma y en las Figuras 9-11 los espectros de

los componentes con mayor porcentaje del aceite esencial.

Tabla 15. Composicion quimica del aceite esencial de Croton adipatus

Kunth  determinado por Cromatografia de Gases/
Espectrometria de Masas.

=
o

tr % en la

1o O rAmdDRMaAo©®ONOORAWN =

Nombre del compuesto (min) muestra
éster 2-metil-2-metilpropil del &cido propanoico 14,39 0,20
a-Thuyeno 15,22 12,69
1R-a-Pineno 15,65 3,64
Sabineno 17,74 3,17
B-Pineno 18,09 1,55
B-Mirceno 18,55 18,34
a-Felandreno 19,65 8,19
Ester isopentilo del acido Isobutirico 19,92 0,53
a-Terpineno 20,20 0,56
o-Cimeno 20,65 1,38
D-Limoneno 20,97 10,94
B-Felandreno 21,11 4,94
Eucaliptol 21,18 0,70
cis-Ocimeno 21,75 0,43
t-Terpineno 22,58 3,21
B-Terpineol 23,31 0,44
Terpinoleno 24,16 0,16
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o tr % en la
N Nombre del compuesto (min) muestra
18 [-Linalool 24,87 0,40
19 1,6-Dimetilhepta-1,3,5-trieno 26,35 0,47
20 4-Terpineol 29,81 0,74
21 2-Decanona 30,17 0,17
22 a-Terpineol 30,60 0,12
23 2-Undecanona 33,87 2,16
24 2-Dodecanona 35,91 4,56
25 2-Careno 38,41 0,56
26 Desconocido (C1sH24) 40,92 0,15
27 B-Elemeno 41,35 6,47
28 2-etil-1,3-dimetil-Benceno 42 26 0,24
29 [B-Cariofileno 43,05 0,28
30 5-Elemeno 43,35 0,71
31 Nerilacetona 44,07 0,16
32 a-Muuroleno 45,97 0,45
33 Germacreno D 46,17 4,78
34 a-Selineno 46,58 0,39
35 Biciclogermacreno 46,86 1,24
36 Isobutirato de Geranilo 47,02 0,41
37 &-Cadineno 47,12 0,48
38 Desconocido (C1sH24) 47,81 0,31
39 Elemol 49,29 1,61
40 Desconocido (C1sH24) 49,99 0,69
41 Desconocido (C15H260) 52,77 0,51
42 [B-Maalieno 53,19 0,11
43 Desconocido (C1sH260) 53,60 0,10
44 <-Muurolol 54,01 0,16
45 Desconocido (C1sH260) 54,08 0,38
46 Heptadecano 55,05 0,12

Leyenda: (N°) nimero; (tr) Tiempo de Retencion
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4.2.1.1. Cromatograma CG/EM del aceite esencial de Croton
adipatus Kunth
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Figura 8. Cromatograma CG/EM del aceite esencial de Croton adipatus
Kunth.

4.2.1.2. Espectros de los componentes con mayor porcentaje del
aceite esencial de Croton adipatus Kunth
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Figura 9. Espectro de la estructura 3-mirceno del aceite
esencial de Croton adipatus Kunth.
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Figura 10. Espectro de la estructura a-thuyeno del aceite
esencial de Croton adipatus Kunth.
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Figura 11. Espectro de la estructura D-limoneno del aceite
esencial de Croton adipatus Kunth.



4.2.2. Cromatografia de gases/espectrometria de masas de Croton
thurifer Kunth

En el analisis por Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas
(CG/EM) del aceite esencial de Croton thurifer Kunth, se identificaron
35 compuestos que comprenden el 100% de la composicion total del
aceite esencial; en la siguiente Tabla 16 se muestra la composicién
quimica, mientras que en la Figura 12 y Anexo 9 se observa el
cromatograma y en las Figuras 13-15 los espectros de los

componentes con mayor porcentaje del aceite esencial.

Tabla 16. Composicion quimica del aceite esencial de Croton thurifer Kunth
determinado por Cromatografia de Gases/ Espectrometria de

Masas.

tR % en la

N° Nombre del compuesto (min) muestra
1 a-Thuyeno 15,19 1,70
2 a-Pineno 15,64 0,96
3 Sabineno 17,74 1,20
4 B-Pineno 18,09 0,38
5 Desconocido (C1oH1s) 18,57 22,38
6 a-Felandreno 19,63 3,30
7 2-metil-3-metilbutil éster del acido Propanoico 19,92 0,99
8 p-Cimeno 20,64 0,36
9 D-Limoneno 20,93 1,94
10 B-Felandreno 21,07 1,44
11 Eucaliptol 21,16 0,51
12 1-metil-4-(1-metiletil)-1,4-ciclohexadieno 22,57 0,88
13 Copaeno 40,68 0,44
14 1-etenil-1-metil-2,4-bis(1-metiletenil)-ciclohexano 40,93 0,34
15 [B-Elemeno 41,39 11,87
16 Cipereno 42,28 0,69
17 B-Cariofileno 43,08 1,95
18 Desconocido (CisH24) 44,16 0,74
19 L-alloaromadendreno 44,44 1,25

20 a-Cariofileno 44,89 0,30

21 a-Elemeno 45,77 0,52

22 Desconocido (C1sH24) 45,88 1,43
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NO

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

Nombre del compuesto

Desconocido (C1sH24)
Germacreno D
Eremofileno
Desconocido (C15H260)
Eremofileno
Desconocido (C15H260)
5-Cadineno
Desconocido (C15H260)
Desconocido (C15H220)
Desconocido (CoH140)
Desconocido (C1sH260)
Desconocido (C15H260)
Heptadecano

tR

(min)
46,04
46,21
46,61
46,85
47,25
47,59
47,83
52,08
52,93
53,39
53,70
54,20
55,06

% e

nla

muestra

1

0,59
0,22
0,67
3,73
1,95
1,62
1,26
0,64
0,31
1,15
21,8
0,28
0,26

Leyenda: (N°) nimero; (tr) Tiempo de Retencion

4.2.2.1. Cromatograma CG/EM del aceite esencial de Croton thurifer

Kunth

Abundancia
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Figura 12. Cromatograma CG/EM del aceite esencial de Croton thurifer

Kunth.
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4.2.2.2. Espectros de los componentes con mayor porcentaje del
aceite esencial de Croton thurifer Kunth
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Figura 13. Espectro de compuesto desconocido (CioH1e) del aceite
esencial de Croton thurifer Kunth.
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Figura 14. Espectro de compuesto desconocido (C1sH260) del aceite
esencial de Croton thurifer Kunth.
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Figura 15. Espectro de la estructura B-elemeno del

aceite esencial de Croton thurifer Kunth.

4.2.3. Cromatografia de gases/espectrometria de masas de Croton

collinus Kunth

En el analisis por Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas
(CG/EM) del aceite esencial de Croton collinus Kunth, se identificaron
38 compuestos que comprenden el 100% de la composicion total del
aceite esencial; en la siguiente Tabla 17 se muestra la composicion
quimica, mientras que en la Figura 16 y Anexo 10 se observa el
cromatograma y en las Figuras 17-19 los espectros de los

componentes con mayor porcentaje del aceite esencial.
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Tabla 17. Composicién quimica del aceite esencial Croton collinus Kunth

determinado por Cromatografia de Gases/ Espectrometria de

Masas.
o,
N° Nombre del compuesto (r::iqn) nfu:r;tlraa
1 a-Thuyeno 15,18 0,17
2 1R-a-Pineno 15,64 0,41
3 Sabineno 17,73 0,31
4 B-Pineno 18,08 0,36
5 B-Mirceno 18,51 6,79
6 a-Felandreno 19,61 0,61
7 p-Cimeno 20,64 0,29
8 D-Limoneno 20,96 8,73
9 B-Thuyeno 21,10 6,96
10 cis-Ocimeno 21,75 0,35
11 1-metil-4-(1-metiletil)-1,4-ciclohexadieno 22,57 2,10
12 Terpinoleno 24,16 0,17
13 2-Undecanona 35,87 0,72
14 1,5,5-Trimetil-6-metilen-ciclohexeno 38,25 0,19
15 Copaeno 40,68 0,28
16 Desconocido (C1sH24) 40,93 0,23
17 Desconocido (C1sH24) 41,13 0,23
18 B-Elemeno 41,35 6,70
19 Cipereno 42,27 1,03
20 B-Cariofileno 43,18 4470
21 Geranil acetona 44,07 0,59
22 a-Cariofileno 44 91 3,73
23 Aromadendreno 45,10 0,23
24 Valenceno 45,74 0,53
25 a-Curcumeno 45,91 0,39
26 Germacreno D 46,15 2,51
27 a-Selineno 46,57 0,21
28 [(-Cubebeno 46,70 0,22
29 Biciclogermacreno 46,87 3,88
30 Desconocido (CisH24) 47,31 0,76
31 a-Muuroleno 47,65 0,51
32 §-Cadineno 47,83 1,96
33 (-)-Spatulenol 50,79 0,58
34 Desconocido (C15H240) 51,12 0,89
35 t-Muuroleno 53,53 0,15
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tR % en la

N° Nombre del compuesto (min) muestra

36 t-Muurolol 53,60 0,34
37 a-Cadinol 54,01 0,73
38 Heptadecano 55,05 0,49

Leyenda: (N°) nimero; (tr) Tiempo de Retencion

4.2.3.1. Cromatograma CG/EM del aceite esencial de Croton collinus
Kunth
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Figura 16. Cromatograma CG/EM del aceite esencial de Croton collinus
Kunth.

4.2.3.2. Espectros de los componentes con mayor porcentaje del
aceite esencial de Croton collinus Kunth
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Figura 17. Espectro de la estructura (B-cariofileno del
aceite esencial de Croton collinus Kunth.
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Abundancia relativa (%)
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Figura 18. Espectro de la estructura D-limoneno del

aceite esencial de Croton collinus Kunth.
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Figura 19. Espectro de la estructura B-thuyeno del

aceite esencial de Croton collinus Kunth.
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4.3. Actividad antimicrobiana
4.3.1. Método de difusiéon en agar

Los resultados mediante este método estan expresados en las
siguientes Tablas 18-22, y las Figuras 20-23.

Tabla 18. Actividad antimicrobiana mediante el método de difusion en
agar del aceite esencial de Croton adipatus Kunth.

Zona de inhibicion (mm)

Microorganismo Croton adipatus Kunth
10% 50% 95%
Staphylococcus aureus ATCC 25923 13,13+0,44 200 142+0,7
Bacillus subtilis ATCC 6633 13,1+1,32 17,1310,34 25+0
Escherichia coli ATCC 25922 14,03 £ 0,41 160 20,03 £ 0,29
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 11,27 +1,02 11,53+0,5 13,57 £0,85
Candida albicans ATCC 10231 19,67+£1,47 1250 110

Leyenda: Los resultados estan expresados en Prom. = DE

Tabla 19. Actividad antimicrobiana mediante el método de difusion en
agar del aceite esencial de Croton thurifer Kunth.

Zona de inhibicion (mm)

Microorganismo Croton thurifer Kunth
10% 50% 95%
Staphylococcus aureus ATCC 25923 11,47 £0,5 12+0 14,07 £ 0,41
Bacillus subtilis ATCC 6633 11,50 12,53+0,46 12,17+1,25
Escherichia coli ATCC 25922 10x0 12,03+048 11,53+0,5
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 10+0 125+ 0 11+0
Candida albicans ATCC 10231 15,03 £ 0,38 11+0 100

Leyenda: Los resultados estan expresados en Prom. £ DE
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Tabla 20. Actividad antimicrobiana mediante el método de difusion en
agar del aceite esencial de Croton collinus Kunth.

Zona de inhibicién (mm)

Microorganismo Croton collinus Kunth
10% 50% 95%
Staphylococcus aureus ATCC 25923 10,53 +0,55 11,03 £0,52 1210
Bacillus subtilis ATCC 6633 126+08 145304 15+0
Escherichia coli ATCC 25922 11+0 11,5705 10,6 £1,63
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 11,63+1,31 12,7+0,79 11,03+0,52
Candida albicans ATCC 10231 1510 10,53 £ 0,55 10+0

Leyenda: Los resultados estan expresados en Prom. + DE

Tabla 21. Actividad antimicrobiana mediante el método de difusién en

agar de los estandares Ciprofloxacino y Ketoconazol.

Zona de inhibicion (mm)

Microorganismo Ciprofloxacino Ketoconazol
[0,05 mg/mL] [0,2 mg/mL]
Staphylococcus aureus ATCC 25923 39+0 N.A
Bacillus subtilis ATCC 6633 52,3+ 1,1 N.A
Escherichia coli ATCC 25922 150 N.A
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 34+0 N.A
Candida albicans ATCC 10231 N.A 35+0

Leyenda: Los resultados estan expresados en Prom. + DE; N.A: No aplica
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Tabla 22. Cuadro comparativo de los resultados de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales y los estandares mediante el método

de difusién en agar.

Croton collinus Kunth

Croton adipatus Kunth Croton thurifer Kunth

Ciprofloxacino Ketoconazol
[0,05 mg/mL] [0,2 mg/mL]

10% 50% 95% 10% 50% 95% 10% 50% 95%
Staphylococcus aureus 44 43 4 44 2010 142+0,7  11,47+05 1240 14,07 +0,41 10,53+0,55 11,03 +0,52 120 3910 N.A
Bacterias ATCC 25923
acterias
Gram (+) . .
gggg"’s subtilis ATCC 4544130 17134034 25+0 11,540 12,53+0,46 12,17+1,25 12,6+0,8  14,53+04 1540 52,3+1,1 N.A
gssggze’ic”ia ColiATCC 14 03 + 0,41 16 +0 20,03 + 0,29 10+0 12,03+0,48 11,53+0,5 110 11,57+0,5 10,6 +1,63 1540 N.A
Bacterias
Gram &) pseudomonas 11,27 +1,02  11,53+05 13,57 +0,85 100 12,540 1140 11,63+1,31 127+0,79 11,03+0,52 3410 N.A
aeruginosa ATCC 9027 e e e - T - e T e - ’
Levadura CGandida albicans 19,67 +1,47 12540 1140 15,03 + 0,38 11+0 10+0 15+0 10,53 + 0,55 10+0 N.A 3540
ATCC 10231 orxd, o * He 20, * * * 23 20, * : *

Leyenda: Los resultados estan expresados en Prom. = DE; N.A: No aplica
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Halo de inhibicion de los aceites esenciales
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10% 50% 95% 10% 50% 95% 10% 50% 95%
Croton adipatus Kunth Croton thurifer Kunth Croton collinus Kunth
Aceites

B Staphylococcus aureus ATCC 25923 B Bacillus subtilis ATCC 6633
B Escherichia coli ATCC 25922 Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

m Candida albicans ATCC 10231
Figura 20. Gréafico comparativo de los resultados de la determinacion de la actividad

antimicrobiana de los aceites esenciales a tres concentraciones (10%,
50%, 95%) por el Método de Difusién en Agar.
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Figura 21. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Croton

adipatus Kunth en las diferentes concentraciones 10%,
50% y 95% por el método de difusién en agar contra los

microorganismos mencionados en la leyenda.

Leyenda: La sigla de color verde representa los microorganismos como S.a
(Staphylococcus aureus ATCC 25923), B.s (Bacillus subtilis ATCC 6633), P.a
(Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) y C.a (Candida albicans ATCC 10231);
mientras que los numeros de color amarillo representan los porcentajes de la especie
vegetal 10% (concentracién del aceite esencial al 10%), 50% (concentracién del
aceite esencial al 50%) y 95% (concentracion del aceite esencial al 95%).
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Figura 22. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Croton
thurifer Kunth en las diferentes concentraciones 10%, 50%
y 95% por el método de difusion en agar contra los

microorganismos mencionados en la leyenda.

Leyenda: La sigla de color verde representa los microorganismos como S.a
(Staphylococcus aureus ATCC 25923), B.s (Bacillus subtilis ATCC 6633), P.a
(Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) y C.a (Candida albicans ATCC 10231);
mientras que los numeros de color amarillo representan los porcentajes de la especie
vegetal 10% (concentracion del aceite esencial al 10%), 50% (concentracion del

aceite esencial al 50%) y 95% (concentracion del aceite esencial al 95%).
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Figura 23. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Croton
collinus Kunth en las diferentes concentraciones 10%, 50%
y 95% por el método de difusibn en agar contra los

microorganismos mencionados en la leyenda.

Leyenda: La sigla de color verde representa los microorganismos como S.a
(Staphylococcus aureus ATCC 25923), B.s (Bacillus subtilis ATCC 6633), P.a
(Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) y C.a (Candida albicans ATCC 10231);
mientras que los numeros de color amarillo representan los porcentajes de la especie
vegetal 10% (concentracion del aceite esencial al 10%), 50% (concentracién del

aceite esencial al 50%) y 95% (concentracion del aceite esencial al 95%).
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4.3.2. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) por el método de

microdilucion colorimétrica en microplaca

Los resultados de la concentracién minima inhibitoria por el método de
microdilucion colorimétrica de los aceites esenciales en estudio se
presentan las siguientes Tablas 23-25 y las Figuras 24-28.

Tabla 23. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria de los tres

aceites esenciales contra cinco microorganismos.

Concentracion Minima Inhibitoria

(uL/mL)
Microorganismo Croton Croton Croton
adipatus thurifer collinus
Kunth Kunth Kunth
Staphylococcus aureus ATCC 25923 250 0,310 540
Bacillus subtilis ATCC 6633 0,310 0,16+0 0,08+0
Escherichia coli ATCC 25922 25+0 =40 =40
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 240 240 240
Candida albicans ATCC 10231 0,63+ 0 1,250 0,630

Leyenda: Los resultados estan expresados en Prom. + DE.

Tabla 24. Valores de la Concentracién Minima Inhibitoria de los controles

Ciprofloxacino y Ketoconazol contra cinco microorganismos.

Concentracion Minima Inhibitoria

Microorganismo (hg/mL)
Ciprofloxacino Ketoconazol
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0,50 N.A
Bacillus subtilis ATCC 6633 0,13+0 N.A
Escherichia coli ATCC 25922 4+0 N.A
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 3210 N.A
Candida albicans ATCC 10231 N.A 0,030

Leyenda: Los resultados estan expresados en Prom. £ DE, N.A: No aplica.
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Tabla 25. Cuadro comparativo de resultados obtenidos de la Concentracion Minima Inhibitoria de los tres aceites esenciales y los estandares

mediante el método de microdilucion colorimétrica.

Croton adipatus Kunth Croton thurifer Kunth Croton collinus Kunth  Ciprofloxacino Ketoconazol

Bacterias Staphylococcus aureus ATCC 25923 25+0 0,310 540 0,50 N.A
Gram (+)  gacilus subtilis ATCC 6633 0,31 +0 0,16 0 0,08 +0 0,13+0 N.A
Bacterias EScherichia coli ATCC 25922 250 > 40 >40 4+0 N.A
Gram () pseugomonas aeruginosa ATCC 9027 240 =240 =240 320 N.A
Levadura Candida albicans ATCC 10231 0,63+ 0 1,25+0 0,63+0 N.A 0,030

Leyenda: Los resultados estan expresados en Prom. + DE, N.A: No aplica.
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Croton adipatus Kunth en puL/mL

0.313 || 0.157

Figura 24. Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria del aceite
esencial de Croton adipatus Kunth contra los microorganismos.

Leyenda: C.E (Control de esterilidad), C.C (Control de crecimiento), B.s (Bacillus subtilis
ATCC 6633), E.c (Escherichia coli ATCC 25922), P.a (Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027).

Croton thurifer Kunth en uL/mL

- 40 20 10 5 25 || 1.25 || 0.625 0.313" 0.157(( 0.079 -
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Figura 25. Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria del aceite
esencial de Croton thurifer Kunth contra los microorganismos.

Leyenda: C.E (Control de esterilidad), C.C (Control de crecimiento), B.s (Bacillus subtilis
ATCC 6633).

Croton collinus Kunth en uL/mL
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Figura 26. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria del aceite
esencial de Croton collinus Kunth contra los microorganismos.

Leyenda: C.E (Control de esterilidad), C.C (Control de crecimiento), B.s (Bacillus subtilis
ATCC 6633).
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Ciprofloxacino en pg/mL

05 || 0.25

Figura 27. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria del

estandar Ciprofloxacino contra cuatro microorganismos.
Leyenda: C.E (Control de esterilidad), C.C (Control de crecimiento), S.a (Staphylococcus

aureus ATCC 25923), B.s (Bacillus subtilis ATCC 6633), E.c (Escherichia coli ATCC 25922),
P.a (Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027).

Ketoconazol en pug/mL

16 8 4 2 1 05 || 0,25 0,125" 0,063|| 0,031
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Figura 28. Determinaciéon de la Concentracion Minima Inhibitoria del

estandar Ketoconazol contra Candida albicans ATCC 10231.

Leyenda: C.E (Control de esterilidad), C.C (Control de crecimiento), C.a (Candida albicans
ATCC 10231).
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4.4. Actividad antioxidante por el método DPPH (1,1-difenil-2-2-picril-

hidrazilo)

La actividad antioxidante de los aceites esenciales de Croton adipatus
Kunth, Croton thurifer Kunth y Croton collinus Kunth se determinaron con el
ensayo del radical DPPH. Los resultados estan expresados en las

siguientes Tablas 26-30 y Figuras 29-33.

Tabla 26. Porcentaje de inhibicion de radicales libres por el método
DPPH para el aceite esencial de Croton adipatus Kunth.

Aceite esencial Croton adipatus Kunth

Concentracion (mg/mL) DPPH (% Inhibicién)
0,9 14,13 (a)*
3,0 34,44 (b)*
9,1 50,88 (c)*
18,1 86,68 (d)*
22,7 91,68 (e)*

ICs50 (mg/mL): 9,16
Leyenda: ICso: concentracion eficiente o requerida para obtener un cincuenta
por ciento del efecto antioxidante. *Las letras distintas en la columna indican
diferencias estadisticamente significativas usando el método de Tukey con un
nivel de confianza al 95%. (P<0,05)

Regresidén para % Inhibicién vs. mg/mL
Y: % inhibicién
X: mg/mL
y = 3.482x + 18.11 R?= 0.9568
100
L]
-
80
c
S
E 60
£
=
E T
L]
20
L ]
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Figura 29. Correlacion entre las concentraciones del aceite esencial
de Croton adipatus Kunth vs el porcentaje de inhibicién
del radical DPPH. 73



Tabla 27. Porcentaje de inhibicion de radicales libres por el método
DPPH para el aceite esencial de Croton thurifer Kunth.

Aceite esencial Croton thurifer Kunth

Concentracion (mg/mL) DPPH (% Inhibicién)
0,9 2,20 (a)*
3,0 11,92 (b)*
9,1 55,66 (c)*
18,2 95,21 (d)*

ICs0 (mg/mL) : 9,42
Leyenda: ICso: concentracion eficiente o requerida para obtener un cincuenta

por ciento del efecto antioxidante. *Las letras distintas en la columna indican
diferencias estadisticamente significativas usando el método de Tukey con un

nivel de confianza al 95%. (P<0,05)

Regresion para % Inhibicion vs. mg/mL
Y: % inhibicién
X: mg/mL
y = 5.478x - 1.579 R2=0.98
100
L}
80
=
0
2
% 60 ‘
=
=
40
20
-
0
0 5 10 15 20
mg/mL

Figura 30. Correlacion entre las concentraciones del aceite esencial
de Croton thurifer Kunth vs el porcentaje de inhibicion

del radical DPPH.



Tabla 28. Porcentaje de inhibicion de radicales libres por el método
DPPH para el aceite esencial de Croton collinus Kunth.

Aceite esencial Croton collinus Kunth

Concentracion (mg/mL) DPPH (% Inhibicién)
0,3 3,7 (a)*
0,9 9,52 (b)*
3,1 26,23 (c)*
9,4 49,63 (d)*
18,7 80,23 (e)*
23,4 84,47 (f)*

ICs0 (mg/mL): 11,51

Leyenda: ICso: concentracion eficiente o requerida para obtener un cincuenta
por ciento del efecto antioxidante. *Las letras distintas en la columna indica
diferencias estadisticamente significativas usando el método de Tukey con un
nivel de confianza al 95%. (P<0,05)

Y % inhibicion Regresion para % Inhibicién vs. mg/mL
X: mg/mL
y = 3.505x + 9.654 R?= 0.9549

80
60

40

% Inhibicion

20

mg/mL

Figura 31. Correlacion entre las concentraciones del aceite
esencial de Croton collinus Kunth vs el porcentaje de
inhibicién del radical DPPH.
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Tabla 29. Porcentaje de inhibicion de radicales libres por el método

DPPH para el estandar Vitamina C.

Estandar Vitamina C

Concentracion (pg/mL) DPPH (% Inhibicién)
0,83 12,57 (a)*
1,67 28,13 (b)*
2,50 52,13 (¢)*
3,33 77,93 (d)*

ICs0 (ng/mL): 2,36

Leyenda: ICso: concentracion eficiente o requerida para obtener un cincuenta
por ciento del efecto antioxidante. *Las letras distintas en la columna indica
diferencias estadisticamente significativas usando el método de Tukey con un
nivel de confianza al 95%. (P<0,05)

Regresion para % Inhibicion vs. pg/mL
Y: % inhibicion
X: pg/mL
y =26.41x - 12.33 R?= 0.9826
80 -
60
c
)
k3]
S
£ 40
2
L]
20
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0
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pg/mL

Figura 32. Correlacion entre las concentraciones del estandar
Vitamina C vs el porcentaje de inhibicion del radical
DPPH.
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Tabla 30. Cuadro comparativo de los tres aceites esenciales y el estandar
Vitamina C.

Croton adipatus Croton thurifer Croton collinus

Kunth Kunth Kunth Witz ©

ICs0 9,16 mg/mL 9,42 mg/mL 11,51 mg/mL 2,36 pg/mL

Leyenda: ICso: concentracion eficiente o requerida para obtener un cincuenta por ciento del
efecto antioxidante.

14

12 11.51

10 9.16 9.42

Concentracion (mg/mL)
L » (o]

\V]

Croton adipatus Kunth  Croton thurifer Kunth  Croton collinus Kunth

Figura 33. Comparativo 1Cso de los tres aceites esenciales.
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V. DISCUSION

El rendimiento de la extraccién de los aceites esenciales por hidrodestilacién de
las hojas secas de Croton adipatus Kunth, Croton thurifer Kunth y Croton collinus
Kunth fue de 0,47%, 0,07% y 0,06%, respectivamente; siendo estos los primeros
reportes de las especies vegetales. Otros estudios del género Croton reportaron
rendimientos de 0,02% a 1,8% tales como Croton campestris (ramas: 0,02%;
hojas: 0,04%)'3, Croton hieronymi Griseb (raices: 0,06%; hojas: 0,07%)??, Croton
zambesicus (tallo con hojas: 0,28%)'4, Croton malambo H.Karst (corteza: 0,4%)88,
Croton cajucara Benth (hojas: 0,4% y 0,65%)'%2*, Croton heterocalyx Baill (hojas:
0,45%)?°, Croton pullei (tallos: 0,06%, hojas: 0,5%)%°, Croton blanchetianus Baill
(hojas: 0,7%)'°, Croton oblongifolius Roxb (corteza: 0,9%)%3, Croton borarium
(hojas: 0,68%)%6, Croton geayi (hojas: 0,72%)%%, Croton greveanus (hojas:
0,96%)%8 y Croton zehntneri (hojas: 1,8%)'®.

En el presente estudio, Croton adipatus Kunth presenté el mayor rendimiento en
la extraccidén, el cual se encuentra dentro del promedio reportado en otras
especies del mismo género. Factores como la composicién del suelo, clima,
localizacion geografica, variedad de la especie, estado vegetativo, variacion
estacional, 6rgano empleado para la extraccion, periodo de recoleccion,
almacenamiento, métodos de secado, procesos de extraccion®”-88, entre otros;
son determinantes en la composicién, proporcién y cantidad en los aceites

esenciales.

Respecto a la elucidacion estructural mediante el método de Cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas del aceite esencial de Croton
adipatus Kunth, se determinaron 46 compuestos (Tabla 15). Se obtuvo
predominantemente monoterpenos 72,73% (monoterpenos hidrocarbonados
69,76%; monoterpenos oxigenados 2,97%), seguido por sesquiterpenos 18,82%
(sesquiterpenos hidrocarbonados 16,06%; sesquiterpenos oxigenados 2,76%),
derivados de fenilpropano 0,24% y otros 8,21%. B-mirceno fue el mayor
componente encontrado con 18,34%, seguido por a-thuyeno 12,69%, D-
limoneno 10,94%, a-felandreno 8,19% y -elemeno 6,47%. Estos resultados son
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el primer reporte de la composicién quimica, siendo las concentraciones de B-
mirceno (18,34%) y a-thuyeno (12,69%) las mas altas encontradas respecto a las
especies del género Croton. También se encontrd una concentracion similar de
D-limoneno (10,94%), respecto a lo reportado por De Almeida y col. para Croton
campestris (9,7%)'3, y una concentracion menor a lo reportado por Fatiany y col.
para Croton geayi (22,92%)35.

Para el aceite esencial de Croton thurifer Kunth, se determinaron 35
compuestos (Tabla 16). Se obtuvo predominantemente sesquiterpenos 62,26%
(sesquiterpenos hidrocarbonados 33,88%; sesquiterpenos oxigenados 28,38%),
seguido por los monoterpenos 35,39% (monoterpenos hidrocarbonados 34,88%;
monoterpenos oxigenados 0,51%) y otros 2,35%. EI componente monoterpénico
desconocido con 22,38% (CioHis; tr: 18,57) fue el mayor componente
encontrado, seguido por otro componente sesquiterpénico desconocido 21,8%
(C15H260; tr: 53,7), B-elemeno 11,87%, germacreno D 10,22%. Estos resultados
son el primer reporte de la composicién quimica. Moreno y col. reportaron para
las hojas de Croton heterocalyx Baill (B-elemeno 8,2%)° y De Araujo reportd
para los tallos de Croton rhamnifolius var. heliotropiifolius (Kunth) Mall. Arg
(17,28%)8. Por otro lado se reportaron para las hojas lo siguiente Moreno y col.
en Croton heterocalyx Baill (germacreno D 12,5%)2°, Dai y col. en Croton
cascarilloides (6,0%)%°, Turiel y col. en Croton draconoides Miill. Arg. (9,0%)%!,
Vunda y col. en Croton isabelli (12,6%)° y Rojas y col. en Croton huberi Steyerm
(16,1%)%.

Mientras que en el aceite esencial de Croton collinus Kunth, se determinaron
38 compuestos (Tabla 17). Se obtuvo predominantemente sesquiterpenos
70,26% (sesquiterpenos hidrocarbonados 68,25%; sesquiterpenos oxigenados
2,51%), seguido por los monoterpenos 28,03% (monoterpenos hidrocarbonados
27,44%; monoterpenos oxigenados 0,59%) y otros 1,21%. ElI componente
mayoritario fue B-cariofileno con 44,7%, seguido por D-limoneno 8,73%, B-
thuyeno 6,96%, B-mirceno 6,79% y B-elemeno 6,7%. Estos resultados son el

primer reporte de la composicidbn quimica, siendo la concentracién de [3-
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cariofileno (44,7%) la mas alta encontrada respecto a las especies del género
Croton. Por otro lado otros autores reportaron diversas concentraciones menores
de este componente (B-cariofileno): para las hojas Radulovi¢ y col. en Croton
antanosiensis Leandri (28,23%)% y en Croton decaryi Leandri (26,65%)%, De
Aradjo y col. en Croton rhamnifolius var. heliotropiifolius (Kunth) Mull.Arg
(20,82%)89, Rojas y col. en Croton huberi Steyerm. (18,3%)%, De Almeida y col.
en Croton campestris (17,0%)'3, Jaramillo y col. en Croton trinitatis (15,3%)%,
Vunda y col. en Croton isabelli (14,3%)%, Dai y col. en Croton cascarilloides
Raeusch (13,5%)%, Vunda y col. en Croton pallidulus (11,5%)%, Dai y col. en
Croton tonkinensis Gagnep (10,1%)%, Vunda y col. en Croton ericoides (8,1%)%,
Turiel y col. en Croton urucurana Baill (7,9%)°', mientras en las ramas De Almeida

y col. report6 en Croton campestris (8,2%)'3.

Otros estudios del género Croton reportaron diferentes compuestos mayoritarios
segun el érgano de la planta del cual se realiz6 la extraccion. En tallos con hojas
de Croton zambesicus (1,8-cineol 27,07% y cimeno 13,80% )'4; en las hojas de
Croton zehntneri (estragol 93,61% y 84,7%)'8, mientras que en los tallos (estragol
72,64% y trans-anetol 23,32%)'8; en las hojas de Croton rhamnifolioides Pax &
Hoffman (espatulenol 22,46% y 1,8-cineol 18,32%)?'; en las hojas de Croton
hieronymi Griseb (alcanfor 13,9%)22, mientras que en la raiz (y-asarona 25,7%)?;
en el corteza de Croton oblongifolius Roxb (terpinen-4-ol 17,8%)%3; en las hojas
de Croton pullei (linalol 24,9%)2°, mientras que en el tallo (linalol 39,72%)%°; en
las hojas de Croton greveanus (1, 8 cineol 40,40% vy linalol 23,81%)%%; en las
hojas de Croton borarium (B-felandreno 39,72% y a- terpineol 25,12%)%%; en las
hojas de Croton geayi (B-pineno 28,74% y limoneno 22,92%)%% ; en la corteza de
Croton malambo H.Karst (metileugenol 68,4%)86, entre otros%-101,

La diversidad de las -caracteristicas cualitativas y cuantitativas de los
componentes de los aceites esenciales en las especies estudiadas Croton
adipatus Kunth, Croton thurifer Kunth y Croton collinus Kunth puede explicarse
debido a muchos factores reportados por otros autores tales como época

estacional de recoleccidon®6:88.102103  método de extraccion®®'9 método de
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secado® 192 tiempo de secado'%?, condiciones geogréaficas %6102 variabilidad
genética®°8, composicion del suelo', érgano de la planta'’1%3, clima'', condicién
de sequia'®, ciclo de estado vegetativo'!, nutricién de la planta®, aplicacién de

fertilizantes®, estrés durante el crecimiento® y almacenamiento post recolecion®.

Respecto a la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Croton adipatus
Kunth por el método de difusion en agar, presenté actividad significativa frente
a las bacterias Gram positivas, una Gram negativa y la levadura del presente
estudio (ver Tabla 18). El aceite esencial a una concentracion de 50% inhibié el
crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (20,0 £ 0 mm), mientras que
una concentracion de 95% inhibid el crecimiento de Bacillus subtilis ATCC 6633
(25,0 £ 0 mm) y Escherichia coli ATCC 25922 (20,03 £ 0,29 mm). Para la
concentracion al 10% del aceite esencial se observd inhibiciéon de Candida
albicans ATCC 10231 (19,67 + 1,47 mm). Por otro lado no se observé actividad
significativa contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

En los resultados de la prueba para evaluar la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de Croton thurifer Kunth (concentracion 10%, 50% y 95%) por el
método de difusion en agar, presentd halos de inhibicion entre 11 y 14 mm para
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia
coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Para la concentracién
al 10% del aceite esencial se observé la formacién del halo (15,03 + 0,38 mm)
respecto a la Candida albicans ATCC 10231 (ver Tabla 19).

En relacion a los resultados de la prueba para evaluar la actividad antimicrobiana
del aceite esencial de Croton collinus Kunth (concentracién 10%, 50% y 95%)
por el método de difusidén en agar, presentd halos de inhibicién entre 11 y 15 mm
para Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Escherichia coli ATCC 25922 y Candida albicans ATCC 10231. (ver Tabla 20).

En otros estudios del género Croton respecto a la actividad antimicrobiana

(método de difusion) para los siguientes microorganismos se reportoé lo siguiente:
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Para Staphylococcus aureus, Fatiany y col. en las hojas de Croton boraium
reportaron inhibicion de 22,5 mm? y Lawal y col. en las hojas de Croton
gratissimus (21,6 mm)'®* lo cual representa actividad significativa. Resultados
similares se obtuvieron en el presente estudio para las hojas de Croton adipatus
Kunth (20,0 mm). Por otro lado otros autores reportaron que los aceites
esenciales de las siguientes especies vegetales no tuvieron buena actividad:
hojas y tallos de Croton zehntneri'®'® y en las hojas de Croton geayi y Croton
greveanus?® ; asi como Croton thurifer Kunth y Croton collinus Kunth del presente

estudio.

Bacillus subtilis, Andrade y col. en las hojas y tallos de Croton zehntneri'®,
Fatiany y col. en las hojas de Croton borarium, Croton geayiy Croton greveanus®
reportaron que sus aceites esenciales no obtuvieron actividad significativa.
Similares resultados se evidenciaron para Croton thurifer Kunth y Croton collinus

Kunth. Sin embargo Croton adipatus Kunth mostré inhibicion de 25,0 mm.

Escherichia coli, Lawal y col. en las hojas de Croton gratissimus reportaron
inhibicién de 23,0 mm'%4, resultados similares se obtuvieron para Croton adipatus
Kunth (20,03 mm). Por otro lado otros autores reportaron que los aceites
esenciales de las siguientes especies vegetales no tuvieron buena actividad:
hojas y tallos de Croton zehntneri'®'8, raices y hojas de Croton hieronymi
Griseb??, hojas de Croton borarium, Croton geayi y Croton greveanus?®; del
mismo modo se observo para Croton thurifer Kunth y Croton collinus Kunth del

presente estudio.

Pseudomonas aeruginosa, Fatiany y col. en las hojas de Croton borarium
reportaron inhibicién de 18,3 mm?25. En contraposicion, Croton zehntneri (hojas y
tallos)'®'® Croton geayi (hojas) 26, Croton greveanus (hojas)?®® y Croton
gratissimus (hojas) % no presentaron buena actividad; del mismo modo se

evidencié para las tres especies trabajadas en el presente estudio.

Para Candida albicans, |las siguientes especies vegetales no tuvieron actividad
significativa en hojas y tallos de Croton zehntneri'®, en raices y hojas de Croton
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hieronymi Griseb??, en hojas de Croton borariun?®, Croton geay®, Croton
greveanus® y Croton cajucara Benth?*; similares resultados se obtuvieron para
Croton thurifer Kunth y Croton collinus Kunth. Por el contrario en el presente
estudio Croton adipatus Kunth report6 inhibicién de 19,67 mm.

Resultados para este tipo de prueba antimicrobiana preliminar presentaron cierto
grado de variabilidad, que podrian ser explicados por distintos factores que
influyen como solubilidad de los aceites esenciales en el medio a difundir,
polaridad del aceite esencial, tamafio molecular de los componentes que
comprende el aceite esencial entre otros; por lo tanto no necesariamente tendrian
correlacién frente a los resultados de otras pruebas mas especificas tales como

microdilucién o dilucién en caldo.

Por el método de microdiluciéon colorimétrica, el aceite esencial de Croton
adipatus Kunth present6 actividad moderada frente a Bacillus subtilis ATCC
6633 (0,31 £ 0 uL/mL / 281 ug/mL) y actividad deébil frente a Candida albicans
ATCC 10231 (0,63 £ 0 puL/mL / 571 pg/mL). No present6é actividad contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (2,5 + 0 uL/mL), Escherichia coli ATCC
25922 (2,5 + 0 uL/mL) y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (=40 £ O yL/mL).
(ver Tabla 23)

El aceite esencial de Croton thurifer Kunth, presentd actividad moderada frente
a las siguientes bacterias Staphylococcus aureus ATCC 25923 (0,31 £ 0 pL/mL /
291 pg/mL) y Bacillus subtilis ATCC 6633 (0,16 £ 0 uL/mL / 150 pg/mL). No
presentd actividad contra Escherichia coli ATCC 25922 (240 + 0 uL/mL) y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (=240 + 0 uL/mL) y la levadura Candida
albicans ATCC 10231 (1,25 £ 0 pL/mL). (ver Tabla 23)

El aceite esencial de Croton collinus Kunth present6 buena actividad frente a
Bacillus subtilis ATCC 6633 (0,08 + 0 uL/mL / 73 pg/mL) y actividad débil frente
a Candida albicans ATCC 10231 (1,25 £ 0 uL/mL / 574 pg/mL). No presentd
actividad contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 (5,0 £ 0 pL/mL),
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Escherichia coli ATCC 25922 (240 + 0 uL/mL) y Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 (240 £ 0 yL/mL). (ver Tabla 23)

En otros estudios del género Croton respecto a la actividad antimicrobiana

(microdilucion colorimétrica) se reportd lo siguiente:

Para Staphylococcus aureus se evidencidé actividad representativa en las
investigaciones de Yagi y col. en las partes aéreas de Croton zambesicus (16
ng/mL)'4, Alviano y col. en hojas de Croton cajucara Benth (33,4 ug/mL) 5, De
Almeida y col. en las hojas de Croton campestris obtuvieron CMI 128 pg/mL '3,
Andrade y col. en los tallos con hojas de Croton zehntneri (145,0 ug/mL)'8, Araujo
y col. en las partes aéreas de Croton heliotropiifolius Kunth (500 pug/mL)'%, Leite
y col. en las hojas de Croton limae (512 ug/mL)'%”y Lawal y col. en las hojas de
Croton gratissimus (600 pug/mL)'%*. Resultados similares se obtuvieron en el
presente estudio para las hojas de Croton thurifer Kunth (291 ug/mL). Por otro
lado otros autores reportaron que los aceites esenciales de las siguientes
especies vegetales no tuvieron buena actividad Fatiany y col. en las hojas de
Croton boraium (1,25 pyL/mL / 1151 pg/mL)?¢, Croton greveanus (1,25 pL/mL /
1126 pug/mL) 26 y Croton geayi (2,5 puL/mL / 2260 pug/mL)2S.

Bacillus subtilis, present6 buena actividad en los siguientes trabajos Yagi y col.
en los tallos con hojas de Croton zambesicus (16 ug/mL)', Aratjo y col. en las
partes aéreas de Croton heliotropiifolius Kunth (62,5 ug/mL)'%, Andrade y col. en
los tallos con hojas de Croton zehntneri (58,75 pug/mL)'8 y Fatiany y col. en las
hojas de Croton boraium (0,312 pL/mL / 287 pg/mL )?6. Resultados similares se
obtuvieron para los aceites de las hojas de las tres especies estudiadas,
obteniéndose mejores resultados para Croton collinus Kunth (73 pg/mL), seguido
de Croton thurifer Kunth (150 ug/mL) y Croton adipatus Kunth (281 pg/mL). Por
otro lado Fatiany y col. en las hojas de Croton greveanus (1,25 uL/mL / 1126
ng/mL) 26 y Croton geayi (5 uL/mL / 4520 ug/mL)?® reportaron que estas especies

vegetales no presentaban actividad.
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Para Escherichia coli, los siguientes autores reportaron actividad Yagi y col. en
los tallos con hojas de Croton zambesicus (16 ug/mL)'# y De Heluaniy col. en las
raices de Croton hieronymi Griseb a una concentracion de (100 pg/mL)?. Por otra
parte Leite y col. en las hojas de Croton limae (21024 pg/mL)'%7, Fatiany y col. en
las hojas de Croton boraium (1,25 pL/mL / 1151 ug/mL )28, Croton greveanus (5
uL/mL / 4505 ug/mL)?6 y Lawal y col. en las hojas de Croton gratissimus (1300
ng/mL)%4. Del mismo modo en el presente estudio no se encontrd actividad de
Croton adipatus Kunth, Croton thurifer Kunth'y Croton collinus Kunth.

Pseudomonas aeruginosa, Yagi y col. en los tallos con hojas de Croton
zambesicus (250 pug/mL)'* reportaron actividad significativa. Mientras tanto Leite
y col. en las hojas de Croton limae (1024 pg/mL)'%7, Fatiany y col. en las hojas de
Croton boraium (1,25 uL/mL / 1151 ug/mL )26, Croton greveanus (5 uL/mL / 4505
ng/mL)? y Lawal y col. en las hojas de Croton gratissimus (5000 pg/mL)'%4, no
evidenciaron resultados prometedores, asi como las especies del presente
estudio.

Para Candida albicans, se reportaron buena actividad segun Alviano y col. en
hojas de Croton cajucara Benth (13,4 pg/mL) ', Andrade y col. en los tallos con
hojas de Croton zehntneri (58,75 ug/mL)'8 y De Heluani y col. en las raices de
Croton hieronymi Griseb (100 ug/mL). Resultados similares se presentaron en el
presente estudio para las especies de Croton adipatus Kunth (571 pg/mL) y
Croton collinus Kunth (574 ug/mL). Por otra parte De Heluani y col. en las hojas
de Croton hieronymi Griseb (>1000 pg/mL)?2 no presenté actividad, del mismo

modo se observé para la especie Croton thurifer Kunth (1171 pg/mL).

Como se evidencia en el presente estudio las especies Croton adipatus Kunth,
Croton thurifer Kunth y Croton collinus Kunth, presentaron mayor actividad segun
la prueba de microdilucidén contra las Gram positivas y la levadura. Otros estudios
de las especies Croton revelaron actividad diversa sobre los microorganismos en
estudio, lo cual significa la alta variabilidad de los componentes presentes y
asociados a esta actividad. Diversos autores mencionan ligera sensibilidad de las
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Gram positivas respecto a las Gran negativas. El motivo principal es la presencia
de la membrana extracelular en las Gram negativas, la cual regula el paso de
los componentes hidrofébicos y de este modo evita la alteracion de la
permeabilidad de la membrana. Asi mismo diversos estudios atribuyen la
actividad antimicrobiana a los siguientes componentes: terpinen-4-olé, a-
terpineno’,  1,8-cineol'®,  d-cadineno'®®,  B-cariofileno'®, B-elemeno’®,
germacreno'%8, p-cimeno'%8, y-terpineno'%®, mirceno'%, a-pineno', B-pinene’%9,
linalool''?, a-felandreno’!, B-felandreno''-'12 sabineno''?, entre otros. Estos
componentes fueron encontrados en los aceites esenciales del presente estudio.
Ademas la actividad observada también podria ser explicada por la presencia de

los componentes en mayor proporcién o a la accion sinérgica entre ellos’-113-115,

Respecto a la determinacion de la actividad antioxidante mediante el método
DPPH, el aceite esencial de Croton adipatus Kunth presentd 1Cso de 9,16 mg/mL
(ver Tabla 26), mientras que el Croton thurifer Kunth fue 9,42 mg/mL (ver Tabla
27) y el Croton collinus Kunth fue 11,51 mg/mL (ver Tabla 28). Otros autores
también reportaron actividad antioxidante para otras especies del género Croton:
Simionatto y col. en la corteza de Croton urucurana Baillon (1,05 mg/mL)"8, Yagi
y col. en las partes aéreas de Croton zambesicus (4,2 mg/mL)', Rossi y col. en
la corteza de Croton lechleriMill. Arg. (15,28 mg/mL)'"7, Donatiy col. en las hojas
(36,38 mg/mL) y en los tallos (27,4 mg/mL)'® y Da Silva Brito y col. en las hojas
de Croton heliotropiifolius Kunth (34,8 mg/mL), Croton argyrophyllus Kunth (46,3
mg/mL)'"8. En general los resultados obtenidos de las tres especies estudiadas
no presentaron actividad antioxidante por el método empleado. Mayormente se
atribuye la capacidad antioxidante de los aceites esenciales a la presencia de
compuestos fendlicos o a la presencia de ciertos componentes terpénicos (a-
terpineno, y-terpineno, terpinoleno, B-cariofileno, y-terpineno, p-cimeno, linalool).
De las tres especies estudiadas ninguna presentd compuestos fendlicos, y las
especies que mostraron los compuestos terpénicos mencionados anteriormente,
sélo se cuantificaron en pequefias concentraciones. Debido a lo cual, se podria
explicar la baja actividad de los aceites en estudio. Los resultados del presente
estudio son los primeros reportados 1123,
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VI. CONCLUSIONES

1.

Se determin6 que los componentes quimicos mayoritarios del aceite esencial
de Croton adipatus Kunth fueron p-mirceno (18,34%), a-thuyeno (12,69%),
D-limoneno (10,94%), a-felandreno (8,19%) y B-elemeno (6,47%); para
Croton thurifer Kunth los componentes desconocidos (CioH1e; tr: 18,57;
22,38%), (C1sH260; tr: 53,7; 21,8%), B-elemeno (11,87%) y germacreno D
(10,22%); y para Croton collinus Kunth B-cariofileno (44,7%), D-limoneno
(8,73%), B-thuyeno (6,96%), B-mirceno (6,79%) y B-elemeno (6,7%).

El aceite esencial de Croton adipatus Kunth presenté actividad
antimicrobiana moderada frente a Bacillus subtilis ATCC 6633 (0,31 £ 0
uL/mL /281 pg/mL) y actividad débil frente a Candida albicans ATCC 10231
(0,63 £ 0 pL/mL /571 pug/mL); Croton thurifer Kunth actividad moderada frente
a Staphylococcus aureus ATCC 25923 (0,31 £ 0 uL/mL / 291 pg/mL) y
Bacillus subtilis ATCC 6633 (0,16 = 0 uL/mL / 150 ug/mL); y Croton collinus
Kunth buena actividad frente a Bacillus subtilis ATCC 6633 (0,08 + 0 pL/mL/
73 pg/mL) y débil actividad frente a Candida albicans ATCC 10231 (1,250
uL/mL / 574 pg/mL).

Los aceites esenciales de Croton adipatus Kunth, Croton thurifer Kunth y
Croton collinus Kunth, no presentaron actividad antioxidante para el método
DPPH.
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Vil. RECOMENDACIONES

- Continuar el trabajo de investigaciéon de los aceites esenciales de Croton
adipatus Kunth, Croton thurifer Kunth y Croton collinus Kunth para

determinar otras propiedades bioldgicas.

- Continuar la investigacion de los aceites esenciales de Crotfon adipatus
Kunth, Croton thurifer Kunth y Croton collinus Kunth frente a otras cepas

de interés alimenticio, clinico e industrial.

- Determinar la toxicidad de los aceites esenciales de Croton adipatus
Kunth, Croton thurifer Kunth y Croton collinus Kunth.

- Elucidar los componentes mayoritarios desconocidos de la especie Croton
thurifer Kunth.
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IX. ANEXOS
ANEXO N° 1

|

\WCR Dg
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RESOLUCION DIRECTORALN® O 3/]  -2013-MINAGRI-DGFFS/DGEFFS

Lima, 2 5 :SET. 20‘3

_ VISTA:

La solicitud, con fecha de registo 10 de septiembre de 2013, presentada por el sefior
José Ricardo Campos De La Cruz ante la Unidad de Gestién Documentaria de la Direccion General
Forestal y de Fauna Silvestre del Ministerio de Agricultura y Riego, sobre la inscripcién en el Registro de
profesionales y personas juridicas que prestan servicios en materia forestal y de fauna silvestre; y,

CONSIDERANDO:

Que, de acuerdo al Decreto Supremo 030-2008-AG el ex Instituto Nacional de Recursos Naturales
- INRENA fue fusionado en el Ministerio de Agricultura y segun el Decreto Supremo N° 031-2008-AG se
aprobo el Reglamento de Organizacién y Funciones del mencionado Ministerio;

Que, el articulo 4° de la Ley N° 29376, precisa que las funciones del ex Instituto Nacional de
Recursos Naturales — INRENA seran ejercidas.por el Ministerio de Agricuitura y los Gobiemos Regionales
dentro del marco de sus competencias;

Que, el Procedimiento N° 19 del Texto Unico de Procedimientos Administrativos del Ministerio de
Agricultura, cuya modificacién fue aprobada mediante Resolucién Ministerial N° 212-2011-AG, publicada el
03 de Junio de 2011, en el Diario Oficial "El Peruano”, estipula los requisitos necesarios para la inscripcion
en el Registro de profesionales y personas juridicas que prestan servicios en materia forestal y de fauna
silvestre, Asimismo, seflala que la Autoridad competente para resolver el presente procedimiento
administrativo es la Direccion de Gestion Forestal y de Fauna Silvestre;

Que, el Informe Técnico N° 3235-2013-AG-DGFFS-DGEFFS, de fecha 20 de septiembre de 2013,
emitido por la Direccion de Gestion Forestal y de Fauna Silvestre, concluye que: i) la salicitud presentada
por el sedor José Ricardo Campos De La Cruz cumple con la totalidad de requisitos establecidos para el
tramite conforme al Procedimiento N° 19 del Texto Unico de Procedimientos Administrativos-TUPA del .
Ministerio de Agricultura y Riego; ii) el solicitante acredité su experiencia laboral en Identificacion
taxondmica de especimenes y productos de flora silvestre. Asimismo, entre algunas de sus publicaciones
en el registro especializado que desea acceder se tiene: Interpretacion fitosociolégica de la vegetacién de
las lomas del desierto peruano (2011); Bomarea spissifiora y Bomarea longipes (Alstroemeriaceae) dos
nuevos registros para la flora peruana (2011); Patrones de distribucién de las comunidades de cactaceas
en las vertientes occidentales de los Andes Peruanos (2012); Maxillaria jostii Dodson (ORCHIDACEAEY) Un
nuevo resgistro para la flora epruana (2012); conforme se aprecia en el curriculum vitae presentado para la
inscripcién en el registro solicitado;

Que, en tal sentido, el referido informe recomienda aprobar la inscripcién del sefor José Ricardo
Campos De La Cruz, en el Registro de profesionales que realizan certificacién de identificacion taxonémica
(taxénomos-sistematicos) de especimenes y productos de flora silvestre; teniendo en cuenta lo solicitado,
para lo cual debera emitirse el acto administrativo correspondiente;

Que, finaimente el Informe sefiala que debe precisarse que en el caso de configurarse supuestos
de inhabilitacion para contratar-con el Estado, la inscripcion en el registro seré suspendida; y,

De conformidad con el articulo 8° del Reglamento de la Ley Forestal y de Fauna Silvestre aprobado
por el Decreto Supremo N° 014-2001-AG, la Ley N° 27444, Ley del Procedimiento Administrativo General,
el Reglamento de Organizacién y Funciones del Ministerio de Agricultura, aprobado por el Decreto
Supremo N° 031-2008-AG. 4
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SE RESUELVE:

Articulo 1°.- Aprobar la Ingcripcion Elel sefior José Ricardo Campos De La Cruz, en el Registro de
profesionales que realizan certificacién de identificacion taxonémica (taxénomos-sistematicos) de
especimenes y productos de flora slivestre, con el numero 36.

Articulo 2°.- Precisar que la presente inscripcion en el registro se suspenderd si se configuran
supuestos de inhabilitacién para contratar con el Estado, asi como para el ejercicio de la actividad
profesional ordenada por la Autoridad Forestal y de Fauna Silvestre, el Colegio Profesional
correspondiente, el Poder Judicial u otra Autoridad Competente, asi como de verificarse incompatibilidad
para el ejerciclo profesional.

Articulo 3°.- Notificar la presente resolucién al sefior José Ricardo Campos De La Cruz para los
fines de ley.

Articulo 4°.- Transcribir la presente resolucién a la Direccién de Informacion y Control Forestal y
de Fauna Silvestre y a la Administracién Técnica Forestal y de Fauna Silvestre Lima.

==Reglistrese y comuniquese, -

auna Silvestre (e)
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ANEXO N° 2

José Ricardo Campos de la Cruz

CONSULTOR BOTANICO g_@\s W’% -

C. B. P. N2 3796 %

Tel: 017512863 - RPM 963689079
e-mail: jocamde@gmail.com
CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA
JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ. BIOLOGO COLEGIADO- N2 3796 — INSCRITO CON EL N° 36 EN EL REGISTRO DE

PROFESIONALES QUE REALIZAN CERTIFICACION DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIMENES Y PRODUCTOS DE
FLORA - RESOLUCION DIRECTORAL N2 0311-2013- MINAGRI-DGFFS-DGEFFS.

Certifica:
Que, los Bachilleres SAMMY WESLEY MENDOZA BEINGOLEA Y JUANA LIZ

LESLIE CUCHO MEDRANO, egresados de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos, han solicitado la identificacién y certificacién

boténica de una planta procedente de bosque seco en el Dpto. Cajamarca. Prov. Jaén. Localidad
El Almendral, donde es conocida con el nombre vulgar “mosquera chica”, la muestra fértil con
flores y frutos ha sido identificada como Croton adipatus Kunth. Y segun el Sistema Integrado
de Clasificacion de las Angiospermas de Arthur Cronquist. (1981), ocupa las siguientes

categorias taxonémicas.

REINO : Plantae

DIVISION : Magnoliophyta
CLASE : Magnolopsida
SUBCLASE : Rosidae

ORDEN : Euphorbiales
FAMILIA : Euphorbiaceae
GENERO : Croton

ESPECIE . Croton adipatus Kunth

Se expide la presente certificacion para los fines que se estime conveniente.
Lima, 15 de junio del 2017

Jr. Sanchez Silva # 156 — Urb. Santa Luzmila - Lima 07 / e-mail: joricampos@yahoo.es
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ANEXO 3

José Ricardo Campos de la Cruz
CONSULTOR BOTANICO
C. B. P. N2 3796
Tel: 017512863 - RPM 963689079
e-mail: jocamde@gmail.com

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ. BIGLOGO COLEGIADO- N° 3796 — INSCRITO CON EL N° 36 EN EL REGISTRO DE
PROFESIONALES QUE REALIZAN CERTIFICACION DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIMENES Y PRODUCTOS DE
FLORA - RESOLUCION DIRECTORAL N2 0311-2013- MINAGRI-DGFFS-DGEFFS.

Certifica:
Que, los Bachilleres SAMMY WESLEY MENDOZA BEINGOLEA Y JUANA LIZ LESLIE

CUCHO MEDRANO, egresados de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos han solicitado la certificacion boténica de una planta procedente
de bosque seco en el Dpto. Cajamarca. Prov. Jaén. Localidad El Almendral, donde es conocida
con el nombre vulgar de “cullishina”, la muestra fértil con flores y frutos ha sido identificada
como Croton thurifer Kunth. Y segin el Sistema Integrado de Clasificacién de las

Angiospermas de Arthur Cronquist. (1981), ocupa las siguientes categorias taxonémicas.

REINO : Plantae

DIVISION : Magnoliophyta
CLASE : Magnolopsida
SUBCLASE : Rosidae

ORDEN : Euphorbiales
FAMILIA : Euphorbiaceae
GENERO : Croton

ESPECIE : Croton thurifer Kunth

Se expide la presente certificacion para los fines que se estime conveniente.
Lima, 15 de junio del 2017

Jr. Sanchez Silva # 156 — Urb. Santa Luzmila - Lima 07 / e-mail: joricampos@yahoo.es
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ANEXO N° 4

José Ricardo Campos de la Cruz @\s W/I&

CONSULTOR BOTANICO QY
C.B. P.N23796
Tel: 017512863 - RPM 963689079 %
e-mail: jocamde@gmail.com i ﬂm

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ. BIOLOGO COLEGIADO- N 3796 — INSCRITO CON EL N° 36 EN EL REGISTRO DE
PROFESIONALES QUE REALIZAN CERTIFICACION DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIMENES Y PRODUCTOS DE
FLORA - RESOLUCION DIRECTORAL N2 0311-2013- MINAGRI-DGFFS-DGEFFS.

Certifica:
Que, los Bachilleres SAMMY WESLEY MENDOZA BEINGOLEA Y JUANA LIZ

LESLIE CUCHO MEDRANO, egresados de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, han solicitado la certificacién botanica de una

planta procedente de bosque seco en el Dpto. Amazonas. Prov. Utcubamba. Localidad Jahuanga,
donde es conocida con el nombre vulgar de “mosquera”, la muestra fértil con flores y frutos ha
sido identificada como Croton collinus Kunth. Y segin ¢l Sistema Integrado de Clasificacién

de las Angiospermas de Arthur Cronquist. (1981), ocupa las siguientes categorfas taxondmicas.

REINO : Plantae

DIVISION : Magnoliophyta
CLASE : Magnolopsida
SUBCLASE : Rosidae

ORDEN : Euphorbiales
FAMILIA : Euphorbiaceae
GENERO : Croton

ESPECIE : Croton collinus Kunth

Se expide la presente certificacion para los fines que se estime conveniente.
Lima, 15 de junio del 2017

Jr. Sénchez Silva # 156 — Urb. Santa Luzmila - Lima 07 / e-mail: joricampos@yahoo.es
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ANEXO N° 5
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ANEXO N° 6
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ANEXO N° 7
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Abundancia

ANEXO N° 8

Cromatograma CG/EM del aceite esencial de Croton adipatus Kunth
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Leyenda: 2 (a-thuyeno), 3 (1R-a-pineno), 4 (sabineno), 5 (3-pineno), 6 (B-mirceno), 7 (a-felandreno), 11 (D-limoneno), 12 (B-felandreno), 15 (t-terpineno),

23 (2-undecanona), 24 (2-dodecanona), 27 (B-elemeno), 33 (germacreno D), 39 (elemol).

109



Abundancia

ANEXO N° 9

Cromatograma CG/EM del aceite esencial de Croton thurifer Kunth
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Leyenda: 1 (a-thuyeno), 2 (a-pineno), 3 (sabineno), 5 (desconocido CioH1s), 6 (a-felandreno), 9 (D-limoneno), 10 (B-felandreno), 15 (B-elemeno),
17 (B-cariofileno), 24 (germacreno D), 26 (desconocido C1sH260), 27 (eremofileno), 28 (desconocido C1sH260), 33 (desconocido CisHz60).
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Abundancia

ANEXO N° 10

Cromatograma CG/EM del aceite esencial de Croton collinus Kunth
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8 (D-limoneno), 9 (B-thuyeno), 11 [1-metil-4-(1-metiletil)-1,4-ciclohexadieno], 18 (B-elemeno), 20 (B-cariofileno), 22 (o-



