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RESUMEN

La presente investigacion se llevo a cabo para determinar si en la resina de sangre de drago
existe crecimiento de patdgenos, que supone un riesgo para la salud del consumidor,
mediante un analisis microbiolégico. Las muestras se obtuvieron en dos localidades
diferentes Santo Domingo y Pangua con el fin de realizar un analisis comparativo de los
resultados obtenidos y determinar cuél de las dos muestras presenta un mayor indice de
calidad para el consumo, basandonos en la Norma Técnica Ecuatoriana y a los limites
microbiologicos recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud referente a los
limites maximos permisibles para considerar el nivel aceptable o de buena calidad. Para ello
se utilizdé una metodologia descriptiva, ademas se resalto el crecimiento de las colonias de
bacterias, hongos y levaduras y se identific6 los microorganismos. Los resultados
presentados demuestran que existe una significativa contaminacion fecal por E. coli en las
muestras de resina procedentes del canton Santo Domingo debido a las practicas ganaderas
y que afecta a la calidad del producto, mientras que las muestras de Pangua redujeron su
carga microbiana debido a que se encontraban en una zona que no realizaban estas practicas.
Con base en los resultados de los analisis microbiolédgicos se pudo identificar la presencia
de microorganismos patdgenos altamente resistentes y que son potencialmente perjudiciales

para la salud publica.

Palabras clave: microorganismos patdgenos, resina, riesgos, medicina tradicional,

beneficios.
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ABSTRACT

The present investigation was carried out to determine if there is growth of pathogens in the
dragon's blood resin, which poses a risk to the health of the consumer, through a
microbiological analysis. The samples were obtained in two different localities Santo
Domingo and Pangua in order to carry out a comparative analysis of the results obtained and
determine which of the two samples presents a higher quality index for consumption, based
on the Ecuadorian Technical Standard and the limits microbiological recommended by the
World Health Organization regarding the maximum permissible limits to consider the level
acceptable or of good quality. For this, a descriptive methodology was used, in addition, the
growth of the colonies of bacteria, fungi and yeasts was highlighted and the microorganisms
were identified. The results presented show that there is significant fecal contamination by
E. coli in the resin samples from the Santo Domingo canton due to livestock practices and
that it affects the quality of the product, while the samples from Pangua reduced their
microbial load due to who were in an area that did not carry out these practices. Based on
the results of the microbiological analysis, it was possible to identify the presence of highly

resistant pathogenic microorganisms that are potentially harmful to public health.

Key Words: pathogenic microorganisms, resin, risks, traditional medicine, benefits.
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INTRODUCCION

La medicina tradicional es considerada parte del legado cultural ancestral del
Ecuador, que integra los conocimientos transmitidos sobre las cualidades curativas de la
herbolaria. Desde épocas ancestrales el hombre crecié en medio de las ceremonias y rituales
que sus familiares efectuaban, la cual se ha logrado que los conocimientos se sigan
manteniendo latentes de generacion en generacion. La especie forestal C. lechleri conocida
como sangre de drago ha alcanzado reconocimiento en la farmacéutica moderna siendo un
producto forestal no maderable y ha sido empleada en diversas comunidades debido a que

su corteza produce una resina rojiza que mantiene propiedades medicinales (1).

La resina sangre de drago es una sustancia liquida de color rojo, ligeramente densa
y de consistencia viscosa, al contacto con el aire se endurece rapidamente y al ser frotada
sobre la piel deja abundante espuma, tiene un gran poder de adhesién, su olor es agradable
y su sabor astringente, mantiene las mismas propiedades curativas propias de aplicaciones
farmacologicas gracias a que esta compuesta por sustancias diversas como heterdsidos,
tanino, celulosa, acido benzoico y taspina. La resina se extrae en cortes diagonales en la
superficie del tronco del arbol, estimulando la secrecion natural de resina procedente de los
canales resiniferos por lo que son productos que necesitan mayor control patoldgico,
considerado de gran interés medicinal para el tratamiento de diversas enfermedades para el

consumo del ser humano (2).

El aprovechamiento de resina de C. lechleri puede estar influenciado por la presencia
de microorganismos representando un problema perjudicial en la salud de los seres
humanos, ya que pueden cambiar las propiedades fisico-quimicas y organolépticas de los
productos de materia prima o cambiar el contenido de los ingredientes activos, ademas de
causar infecciones inducidas por microorganismos responsables de enfermedades o
deterioro del producto, llegando a ser un grave problema de salud. Es de gran importancia
efectuar los andlisis microbioldgicos que permitan comprobar que los microorganismos
presentes en la resina no sean considerados patogenos desde el punto de vista infeccioso,
que permitan mantener la eficacia de un tratamiento alternativo de bajo costo, de fécil
aplicacion, seguro y que no produzca efectos negativos que influyan en la salud del ser

humano (3).
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CAPITULO I

CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Planteamiento del Problema

En las ultimas décadas la presencia del ser humano sobre el planeta tierra es
considerada una de las situaciones mas preocupantes debido a que tienden a cuidar su salud
y a mantener la sustentabilidad econémica para toda la familia, buscando nuevas alternativas
encaminadas a la medicina tradicional mediante la utilizacion de productos que la naturaleza
nos proporciona. EI Ecuador posee una riqueza floristica reconocida y estudiada a nivel
mundial, en este sentido la especie forestal C. lechleri es demandada en diversos paises
porque produce una resina rojiza que mantiene multiples beneficios para la salud y su estudio
dia tras dia se torna mas relevante en las que podrian abrir nuevas posibilidades en el campo
de la salud. La obtencidon de la resina ha ganado valor en las industrias nacionales e
internacionales, lo que ha generado la sobreexplotacion provocando que esta especie sea

considerada en peligro de extincion.

Los estilos de vida negativos de la poblacién ocasionan la desaparicion de los
bosques y el deterioro de la flora nativa, sin embargo, existen muy pocas especies nativas
de C. lechleri, para el aprovechamiento de la resina se debe considerar las medidas sanitarias
y la técnica adecuada en la extraccion inicial de la materia prima para su mayor rendimiento,
las malas précticas de resinacion causan enfermedades al &rbol por bacterias o hongos y el
rendimiento de la produccién de resina disminuira y posiblemente se vera afectada la

calidad.

La resina sangre de drago sirve como alternativa al tratamiento convencional para
tratar diversas enfermedades puntuales de la salud, de tal manera es importante realizar un
andlisis microbiologico para detectar la presencia de microorganismos, muchos de ellos
pueden ser benéficos o patdgenos encontrandose en el extracto de la resina, pudiendo
representar un riesgo potencial para la salud del consumidor provocando enfermedades, mas
aun si en las condiciones que estan los microorganismos logran sobrevivir. La idea de
obtener resina de calidad como medicamento natural para tratar enfermedades satisfaciendo

las necesidades de los consumidores.
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Diagnostico

Es importante desarrollar estudios de analisis microbioldgicos de la resina sangre de
drago para determinar la presencia o ausencia de microorganismos patdégenos que puedan
influenciar de manera positiva 0 negativa en la salud de los consumidores, realizando las
técnicas o procedimientos idoneos para su extraccion de tal manera garantizando que la
resina al ser extraida y posteriormente consumida sea apta, segura y confiable para el ser

humano valorando la importancia de resolver problematicas puntuales de la salud.

Mediante el andlisis microbiolégico de la resina sangre de drago se pretende
identificar microorganismos que conlleven beneficios a la salud de los consumidores,
considerando optar por la medicina tradicional natural y tratamientos a largo plazo de la

medicina alternativa sin llegar a tener efectos secundarios en el ser humano.

Formulacion del Problema

¢Los riesgos de detectar e identificar la presencia de colonias de microorganismos
patdgenos derivados de la extraccion de la resina de sangre de drago pueden implicar riesgos

en la salud al ser consumida e incluso disminuir la efectividad de la calidad de la resina?

Sistematizacion

¢ Cual es el andlisis microbioldgico de la resina de C. lechleri que garantice que sea

eficaz, seguro y de calidad para el consumo del ser humano?

¢Existird diferencia de presencia de microorganismos en la resina C. lechleri

proveniente de las localidades Santo Domingo y Pangua?

¢Cual es el beneficio del consumo de resinas naturales de C. lechleri para reducir

riesgos de enfermedades a futuro?
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1.2. Justificacion

C.lechleri es una especie forestal que expele una resina coloreada rojiza que se
obtiene de la exudacion del tronco siendo utilizada para tratar diversas enfermedades gracias
a sus propiedades astringentes, antisépticas y anti cancerigena considerandose de interés
creciente por parte de la comunidad cientifica. La especie sangre de drago se encuentra en
peligro de extincion por lo cual existen bosques protectores para la conservacion de esta
especie nativa. En la actualidad se han establecido politicas de manejo sostenible de
productos forestales no maderables con la finalidad de preservar las especies forestales, para
el aprovechamiento de la resina existen varios métodos de resinacion considerandose las
medidas sanitarias adecuadas para la extraccion de la resina evitando contaminacién por

microorganismos que puedan ser agentes causales de enfermedades (4).

La contaminacidon microbiana ha incentivado a realizar un andlisis microbiol6gico y
atomar medidas adecuadas que exijan la eficacia y seguridad al momento de extraer la resina
natural de sangre de drago garantizando la calidad del producto, debido a que una
contaminacion de microorganismos patdégenos puede generar diversas enfermedades al
consumidor. En base a esto se ha promovido el andlisis para la identificacion de presencia
de microorganismos que no involucren la salud de los consumidores, contribuyendo
puntualmente como una solucion alternativa de optar por la medicina tradicional. Son muy
pocas las investigaciones sobre la comparacion de analisis microbioldgico para detectar la
presencia de microorganismos de la resina provenientes de localidades diferentes,
considerandose que son oportunidades para el campo de la salud. Los procedimientos de las
buenas practicas de manufactura sanitaria son de gran importancia con la finalidad de evitar
la contaminacion de microorganismos que aseguran un estricto control de la calidad de la

resina natural de C. lechleri.
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1.3.0Dbjetivos

1.3.1. Objetivo General

Realizar analisis microbiologico para determinar la presencia de microorganismos
en la resina C. lechleri extraida en las localidades de Santo Domingo, provincia de Santo

Domingo de los Tséchilas, y de Pangua, provincia de Cotopaxi.

1.3.2. Objetivos Especificos

= Reconocer y seleccionar arboles de C. lechleri para la extraccion de la resina natural

mediante el método de sistema chino.

= Cuantificar e identificar los microorganismos presentes en la resina C. lechleri para el

consumo humanao.

= Establecer los beneficios de la resina C. lechleri en funcién al uso medicinal.
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CAPITULO II

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1.Marco Conceptual

2.1.1. Taxonomia de C. lechleri

C. lechleri presenta la siguiente descripcién taxonémica (5).

Nombre cientifico: Croton lechleri Mull. Arg.

Nombres comunes: Sangre de drago, palo de drago, sangre de dragon, sangregrado, balsa
macho, dragon's blood (inglés), irare, racurana, uksavakiro, pacure, masikamboya, widnku,

kosamati, jimi, palo de dragén, huampo o topa roja.
Orden: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae

Género: Croton

Figura 1.

Fotografia de arbol de C. lechleri (35).
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2.1.2. Distribucién Geografica

C. lechleri se distribuye principalmente en las zonas tropicales y subtropicales desde
el sur de México hasta América del sur. La especie es nativa de Bolivia, Colombia, Ecuador,
Per0y Brasil, creciendo en estado silvestre en las cumbres montafiosas y regiones selvaticas.
En Ecuador se encuentra en la cordillera Oriental y en la Amazonia especialmente en

bosques humedos (5).

2.1.3. Habitat

La especie forestal C. lechleri se adapta a los climas tropicales y a las regiones
amazonicas de América del sur, en el Ecuador se encuentra en los subtropicos y tropicos de
la cordillera oriental y también en las provincias de la region amazdnica. A una altitud entre
los 200 y los 1.200 m.s.n.m en el interior de los bosques lluviosos de montafia, tiene su
habitat natural la sangre de drago siendo la especie mas estudiada y utilizada por sus
facultades curativas, perteneciente a la familia de las euforbiaceas que puede llegar a medir

entre los 10 y 25 metros de altura (6).

2.1.4. Cultivo

La especie C. lechleri se desarrolla adecuadamente en climas calidos con alta
humedad relativa, la temperatura media anual es entre 17,7 a 30 °C, precipitacion pluvial
entre 2000 a 3300 mm/afio con una minima de 1000 mm, a niveles entre 300 a 2080 m.s.n.m,
en suelos aluviales, en las cercanias de las quebradas y rios, de textura franco arenoso, franco
limoso y franco arcillo-arenoso, con alto contenido de materia organica, de buen drenaje y
buena aireacion, no soporta largos periodos de inundacion, pH que puede ir moderadamente
acidos (5,6 a 6) ligeramente alcalino (7,4 a 7,8) (7).

El Ecuador se encuentra distribuido en la regién amazonica en un amplio rango
climatico y altitudinal, que fluctda entre los 250-1800 m.s.n.m. en las provincias de
Sucumbios, Napo, Pastaza y Morona Santiago, soporta suelos arcillosos, aluviales (cercanos

a los rios), en colinas y quebradas, en suelos de humedad permanente, pero con buen drenaje
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y buena cantidad de luz, sefiala asimismo que a los 7 a 9 afios alcanza 30 cm de DAP. Su
propagacion es por semillas, las mismas que deben ser sembradas al inicio de la época de

lluvias (8).

La propagacion es mediante semilla sexual, el poder germinativo de la semilla fresca
puede alcanzar un 80% de efectividad en 14 dias. Utilizando nebulizador se ha conseguido
su propagacion mediante estacas de tallo. El trasplante se efectla a raiz desnuda, en hoyos
de 30 cm de diametro y 30 cm de profundidad, cuando las plantulas tienen una altura de 20
cm. En plantulas de regeneracion natural con una altura mayor de 20 cm, se obtiene un
prendimiento del 80% (7).

2.1.5. Descripcion Botanica

Arbol de copa amplia, redonda que alcanza los 10 a 20 m de altura, la raiz presenta
forma cilindrica cdnica, axomorfa, con la raiz principal mas desarrollada que las
secundarias. La corteza externa del tallo es de color grisaceo blanquecino y tiene abundantes
lenticelas y el latex que exhibe es de color rojo oscuro de distintas tonalidades. Presenta
hojas simples con dos glandulas en la base, alternas, a veces opuestas de 12 a 20 cm de largo
por 5 a 14 cm de ancho, las hojas mas tiernas de color blanco-rojizo y con abundante
indumento, tomentosa en ambos lados que a menudo los pelos son de color plata o grisaceos.
La flor presenta un tono de coloracion &mbar y estambres numerosos. El fruto es capsular
globoso, elasticamente dehiscente para que salga la semilla de 3mm de largo y de 4,5 mm

de ancho, sus semillas son lisas con caruncula y endospermo oleaginoso (9).

2.1.6. Resina Sangre de Drago

El arbol C. lechleri segrega una savia de color rojo y sabor amargo conocida
frecuentemente como sangre de drago por su gran similitud a la sangre humana, se extrae de
la planta o de la corteza de forma liquida haciendo cortes en forma de “V” o en espiral con
un desrrofiador o cuchilla y se almacena en recipientes, la resina o miera es utilizada por
etnias nativas como un producto natural por mantener propiedades medicinales como

cicatrizante y antiviral. Presenta propiedades fisicas que al interactuar con el aire tienden a
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solidificarse con rapidez creando una leve mancha visible en el lugar que se aplico, al ser

agitada o frotada sobre la piel dando leves masajes se forma abundante espuma (9).

2.1.7. Propiedades Fisicas de la Resina

La variedad de vegetacion nativa en el Ecuador, ha considerado que la especie C.
lechleri es uno de los arboles que se ha mantenido en una aureola mitica, es una sustancia
levemente densa y presenta gran viscosidad, contiene proantocianinas, se trata del
metabolito que le da el color rojizo al latex, tiene un gran poder de adhesion, si aroma es
agradable (suave) y ha sido usado por sus supuestas virtudes como protector de
enfermedades, de sabor astringente, no es miscible en agua, pero si en alcohol a temperatura
ambiente, siendo su punto de ebullicion 91°C y el de congelacion 0°C y no se considera
inflamable, siendo idoneo para el consumo humano para el tratamiento de diversas

enfermedades puntuales de la salud (10).

2.1.8. Usos Medicinales de la Resina

La corteza sirve para uso medicinal ya que la savia extraida de la corteza (resina) se
usa para el tratamiento de diarreas crénicas, leucorrea, gastritis, tlceras, como cicatrizante,
estimulante para aumentar las defensas del organismo, bacteriostatico, bactericida,
fungicida, antiviral, antioxidante, anticancerigeno (higado, estémago, Utero),
antirreumatico, antiinflamatorio, antiofidico, ademas es usado para el tratamiento de
enfermedades de influenza como el herpes, anemias, tuberculosis, quemaduras, acné,
resfriados, afecciones de amigdalas, gingivitis, cervicitis, control de hemorragias, para

mejorar el estado animico, bajar de eso y ayuda a la fertilidad (5).

2.1.9. Extraccion de la Resina

C. lechleri es un arbol amazdénico de pequefia envergadura, actualmente su savia es
utilizada para curar heridas y detener hemorragias, también acelera el proceso de
cicatrizacion evitando dejar huellas visibles o queloides, idoneo para sellar y proteger las

lesiones de algun tipo de infeccion, secandose rapidamente generando una barrera de tono
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rojizo, formando una segunda piel. Para obtener resina en mayor volumen, se debe
considerar algunos factores como la edad del arbol, la ubicacion de las incisiones, las horas
de extraccion, época de cosecha, influencia lunar, cabe destacar que para el proceso de
extraccion es preferible y recomendable realizarlo en épocas lluviosas y a las primeras horas

de la mafana, de lo contrario su volumen disminuira (9).

Existen diferentes técnicas de extraccion de la resina, una de ellas es la que se realiza
mediante una incisiéon en forma o corte en “V” en la corteza del arbol, que inmediatamente
la miera circula por los canes resiniferos. Otro tipo de extraccion del latex es el de los
machetazos utilizado por los agricultores llegando a derribar los arboles, para ello toman en
cuenta el diametro del arbol. Se considera que los arboles deben tener un diametro mayor a

30 cm, para que produzca una optima cantidad de latex (9).

2.1.10. Técnicas de Extraccion de Resina en Arboles de C. lechleri

La extraccion de la resina reside fundamentalmente en el aspecto técnico,
econdmico, al describir cada uno de los sistemas que se vienen practicando desde épocas
antiguas por diversos comuneros, basandose principalmente en sus conocimientos
realizando incisiones sobre la corteza del arbol, provocando la secrecion natural de resina o
miera procedente de los canales resiniferos. Las técnicas utilizadas tradicionalmente son
compatibles con la vida del &rbol y permiten su extraccion durante varios afios. Se describen

las técnicas mas utilizadas para el aprovechamiento de la resina natural (11).

2.1.10.1. Sistema Hugues

Es un método desarrollado en Francia en el afio 1845 y puesto en practica a principios
del afio 1860, se basa en realizar incisiones desprendiendo finas laminas de madera de forma
longitudinal, sin profundizar demasiado en el tronco. Las lonjas de 8 a 10 cm de ancho son
cortadas en el tronco de la planta con una frecuencia de un periodo de 10 a 15 dias,
consiguiendo el xilema secundario. En el proceso de resinacion la cara de las estrias puede
llegar a 1,80 m del suelo después de dos afios, este sistema se considera complejo debido a
la necesidad de mano de obra especializada y profesional (12).
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Figura 2.

Fase de resinacion a vida a la altura del pecho de un arbol de pino (12).

Existen algunas modificaciones y acondicionamientos de proteccion del método de
Hugues, considerando colocar una tapadera al recipiente para impedir la entrada de agua e
impurezas, la evaporacion del extracto y la coloracion de las resinas, con la finalidad de
mejorar la calidad y conservar la cantidad de la resina recogida, que es el recipiente fabricado
de un material de baja conductibilidad calorifica para reducir al minimo su evaporacion. La
elevacion de los recipientes con objeto de disminuir la evaporacion al momento de su
resbalamiento a lo largo de la cara, muchos resineros optaron por la utilizacién de grapa
“Surgen” como un modelo de embudo que presenta una salida y encaja afinadamente en un
frasco especial de cristal haciendo un trabajo sencillo para los resineros, evitando perdidas

en la recoleccion de la resina (12).

2.1.10.2. Meétodo de Pica de Corteza

Es un método que se caracteriza por la realizacion de las picas o incisiones de forma
transversal con la escoda y por la aplicacién de un estimulante &cido, siempre previo
descortezado el &rbol, estas indicaciones fijaban el diametro minimo del arbol a aprovechar,

las dimensiones de las incisiones, la forma de realizarlas y su periodicidad. Las labores
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esenciales que se realizan en este método son previamente la eliminacion del estrato
arbustivo, limpiando el &rea de matorrales denso que impida los trabajos para el
aprovechamiento de la resina. Mediante la labor de desrofie que es el descortezamiento de
la cara del arbol a picar se realiza para facilitar y favorecer la salida de la miera o resina
estimulando la produccion, las herramientas para llevar a cabo esta labor es un hacha plana

para el descortezado y un raspador para dejar la superficie lisa (13).

La anchura de la entalladura no debe excederse de los 12 cm en entalladuras bajas,
ni a los 11 cm en entalladuras altas, con una longitud entre 55 y 60 cm. Posteriormente se
coloca la grapa y el recipiente con la finalidad de conducir la resina hacia el recipiente,
colocando una hojalata de hierro que es la “grapa” y el recipiente sujetado al tronco.
Mediante la labor de pica se efectlan pequefias incisiones que cortando los canales
resiniferos permitan a la miera o resina salir al exterior, donde las caras van a presentar
varias entalladuras. Después de realizar la pica se aplica una pasta estimulante acida que
contiene acido sulfurico que prolonga la produccion de la resina. Al cabo de diferentes picas
los recipientes se llenan y es preciso retirar la resina (13).

Figura 3.

Labor de desrofie en el primer afio de resinacion, correspondiendo a la primera entalladura
(14).
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Figura 4.

Labor de desrofie empleando la herramienta de hacha plana en su tercera entalladura (14).

2.1.10.3. Resinacion en Cara Ancha

Considerado por los ancestrales como el método mas antiguo, efectuandose por los
resineros en Espafia hasta finales del siglo X1X, es un método que consiste en la apertura de
caras de 20 a 30 cm de anchura. Las picas se efectuaban con un hacha convencional,
alcanzando alturas de hasta 3,5 m lo que ocasionaba que no se pudieran abrir mas de dos
caras en cada arbol debido a su gran anchura interrumpiendo el crecimiento diametral. La
resina se recoge en una cavidad realizada en el suelo reforzada con tierra 0 musgo, en este
método la resina contiene numerosas impurezas y peérdidas por la evaporacion y la
permeabilidad. Es un sistema poco utilizado y con el pasar de los afios fue sustituido con el
método francés Hugues (14).

2.1.10.4. Sistema Eurogem o Borehole

Considerado como un sistema experimental que reside en efectuar entalladuras
circulares mediante una herramienta especial maniobrada con una herramienta eléctrica con
bateria y la aplicacion de un estimulante quimico para la produccion de la resina. Para

recoger el extracto de la resina se coloca una pieza de plastico en forma de embudo que aisla

29



a albura descubierta quedando fija a ella y sobre la que se colocan las bolsas de plasticos
flexibles antisépticas, este sistema no ha sido empleado a gran escala dada a las diferentes
caracteristicas en las complejas operaciones de extraccion y el necesario control de los

tiempos més preciso para la extraccion (15).

Figura 5.

Labor de perforacién de entalladuras circulares (15).

Figura 6.

Método Borehole, aplicacion de las bolsas plasticas con resina (15).
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2.1.10.5. Sistema Chino

Es un método en el que realiza una estria en forma de V en el arbol la cual es cortada
diariamente sin aplicacion de estimulantes quimicos. Las estrias son cortadas en sentido
descendente y en su profundidad alcanzan el xilema secundario, en la primera estria se
realiza un corte a una altura aproximadamente de 1,20 m desde el suelo y las posteriores en
forma descendente, la estria abarca un 50% de la circunferencia de la planta. Es un sistema

muy utilizado en China y al presente ocupa el 70% de la produccién de resina mundial (16).

Figura 7.

Sistema de Resinacién Chino (16).

2.1.10.6. Sistema Americano de Pica de Corteza

Es un método de resinacion frecuentemente utilizado la cual es aplicado a arboles
mayores a 30 cm de diametro mediante lo establecido segin la normativa 0-26-
SEMARNAT. El proceso para extraer la resina cosiste en una estria horizontal es cortada
cada 15 a 18 dias la cual se emplea una pasta estimulante con el 18 al 24% de acido sulfarico
para aumentar el volumen de la produccion. Las estrias son cortadas en forma ascendente,
cortando la primera cara a 20 cm del suelo y removiendo solo corteza y floema, la cara
resinada debe cubrir 1/3 de la circunferencia del arbol, se realiza una instalacion de un

recipiente recolector (funda de polietileno) que es sujeta a la corteza con alambre para no

31



afectar al arbol fisicamente donde se ira depositando la resina que fluye. Se considera que
es un metodo empleado en las industrias de resinacion en principales paises como Brasil y
Argentina (16).

Figura 8.

Sistema americano de pica de corteza utilizando fundas de polietileno (36).

2.1.10.7. Sistema Mazek O Rill

Es un método donde las picas se dan en forma de V con una anchurade 2a 3 mmy
una periodicidad de 3 a 7 dias, realizandose en sentido ascendente con ayuda de un
estimulante quimico pulverizado aplicando 50% de acido sulfarico y 50% de acido
clorhidrico. Es un sistema poco reconocido a nivel mundial, sim embargo es aplicado

actualmente por los resineros en paises de Indonesia e India (16).

2.1.10.8. Meétodo de Resinacion a Muerte

La resinacion a muerte es cuando los arboles alcanzan 20 afios de edad se procede
una exhaustiva seleccion individual, marcando todos los arboles que no mantengan las
Optimas condiciones generales de desarrollo y produccion de resina, para el
aprovechamiento se procede a tumbarlos y posteriormente se abre sobre la superficie de sus

troncos una, dos o tres caras de tal modo, se debera obtener de ellos la maxima produccion
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de resina. Se debe tomar en cuenta que una resinacion a muerte la longitud y anchura de las
caras van a variar de acuerdo a 8, 10 y 15 cm de altura con anchuras variables segun los
didmetros y numero de caras de cada arbol. La resina es recogida en un deposito de barro o

recipiente adecuados para evitar la evaporacion de la miera (12).

2.1.11. Canales Resiniferos

El canal de la resina es un espacio tubular intercelular rodeado por una cubierta de
pequefias células de parénquima (células epiteliales). Estos canales estan encaminados
longitudinalmente y radialmente en la madera, los canales longitudinales son de mayor
diametro que los horizontales. Los canales horizontales estan presentes Unicamente en los
radios lefiosos y en una proporcidon comparativamente pequefia de ellos. Considerando que
el canal no es una célula ya que desaparece durante los procesos quimicos para obtener pulpa
de papel, sin embargo, las células epiteliales logran quedarse en la misma. En cuanto al

tamafio de los canales resiniferos depende de cada especie (17).

2.1.12. Epocas de Resinacion

Para el aprovechamiento de la resina generalmente es recomendable en el mes de
marzo hasta octubre, los resineros estan pendientes desde el mes de febrero para ir
levantando la corteza exterior de la parte baja de tronco con la finalidad de que el tronco
vaya recibiendo calor, esto hard que la extraccion de resina sea aprovechada en mayor
volumen cuando se vayan abrir posteriormente las caras. La experiencia del
aprovechamiento en cuanto a la cantidad de resina dependerd en gran medida de la

climatologia durante los meses de campafia de resinacion (11).

2.1.13. Labores Basicas Durante la Campafia de Resinacion

Existen diversas labores basicas que el resinero debe de tener en consideracion para
el proceso de extraccion de la materia prima de la resina sangre de drago recomendando los
meses de marzo hasta finales de octubre, considerando la fase lunar. A continuacion, se

describiran las labores mas importantes (18):
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2.1.13.1. Desrorie

Es unaactividad para preparar la superficie del arbol descortezando hasta que queden
las Gltimas capas corticales evitando producir calvas, es necesario que las picas o incisiones
que realicen en perfectas condiciones para que la fluidez de la resina sea adecuada.
Posteriormente el fuste se prepara para la resinacion, las herramientas deben estar totalmente
desinfectadas para el descortezado siendo un hacha plana y un raspador o alisador para que
la superficie esté lisa. Con la herramienta del trazador se indican los limites de la anchura
de la entalladura sobre la corteza mediante dos lineas verticales. Se considera que la longitud

de la entalladura oscila entre 55 a 60 cm facilitando la salida de la resina (19).

2.1.13.2. Clavadura

Después de realizar la labor de desrofie viene el proceso de instalacion de una grapa
de perfil eliptico o V abierta, que debe adaptarse o encajar perfectamente con la concavidad
de la cara, el tronco del &rbol desrofiado canaliza la resina hacia el pote con la ayuda de una
incision realizada con una media luna de hierro asegurando la fijeza debe ser golpeada con

un mazo de madera, el arbol estara listo para que proceda con la primera pica (14).

2.1.13.3. Pica

Con la ayuda de una escoba de filo muy fino y un bisel muy agudo en forma de chapa
doblada en U, recodando que cada material debe ser desinfectado se procede hacer una
incision para hacer un corte limpio. En el proceso de la pica se va clavando ligeramente la
escoda en la corteza del lado derecho de la entalladura, levemente con un pequefio
movimiento hacia la izquierda, levantando la faja de corteza sin extraer fragmentos de
madera (18).
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En esta técnica la cara es convexa ya que la pica no afecta la albura, diversos
resineros aplican estimulantes quimicos a base de solucion acuosa de acido sulfarico al 30%
y una pasta caolin y cloruro célcico que se adhiere a los tejidos vasculares para promover el
volumen de materia prima. Es importante destacar que existen dos maneras de realizar las
picas, en sentido ascendente o descendente, teniendo ventajas significativas en realizar picas
en sentido descendente debido a que la persistencia del cordon de pasta estimulante es mayor

alargando el tiempo de las picas (18).

2.1.13.4. Remasa

En esta labor se debe recoger la resina en los potes, los resineros deben de ir
verificando arbol por arbol para comprobar el estado de llenado de los potes y luego verter

cada pote en otro recipiente, normalmente debe transcurrir un periodo de 15 a 25 dias (20).

2.1.14. Composicion Quimica

La resina de sangre de drago presenta una composicion quimica identificAndose
esteroides, cumarinas, alcaloides, flavonoides, taninos (54%), saponinas (baja
concentracion), antocianinas, proantocianidina -4, antracenos, compuestos reductores al
(4%) como lactosa, galactosa y ramnosa, triterpenoides, compuestos fenolicos (acido
gélico); ademas contiene vitamina A, E Y C contiene &cidos organicos de carécter débil,
almidon, celulosa, grasas, lignanos (dihidrobenzofurano 3,4-O-dimetilcedrusina vy
dihicatequinas 4-0 metilcedrusina), mucilagos, proteinas, catequinas (epicatequina,

gallocatequina, epigallocatequina) (5).

2.1.15. Microorganismos

Los microorganismos son considerados como los seres mas primitivos y numerosos
del planeta tierra colonizando los primeros afios de vida, estan presentes de forma esencial
en todos los ecosistemas interactuando de forma continua con las plantas, animales y el
hombre. Son parte funcional de los ecosistemas bioldgicos y la subsistencia de la vida en el

planeta y participan en procesos metabolicos, ecoldgicos y biotecnoldgicos siendo
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dependientemente para sobrevivir. Se reconoce que los microorganismos son diversos y
versatiles que los macroorganismos los cuales pueden adaptarse rapidamente a cambios
ambientales y poder sobrevivir. Desde entonces y hasta la actualidad se manifiesta que las

bacterias y otros microorganismos pueden crecer en ambientes diversos (21).

2.1.15.1. Microorganismos Patdgenos

Los microorganismos patégenos son aquellos que causan dafios en la salud del ser
humano, identificandose principalmente bacterias, hongos, protozoos y virus. Siguen siendo
causa de enfermedades mortales debido a la interaccion de un patdgeno con un hospedador.
Las bacterias se encuentran entre los microorganismos mas habituales que pueden ser
beneficos o patdgenos, pero en menor nimero que los hongos y los virus, que pueden

contaminar productos disminuyendo la calidad del mismo (22).

2.1.16. Escherichia coli

Es una bacteria Gram-negativa presentando forma de bastoncillo, perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae. Es una bacteria que se localiza principalmente en el tracto
intestinal inferior de los animales de sangre caliente, incluyendo a los humanos, también se
encuentra en el medio ambiente a través de la proliferacion de heces o aguas residuales. La
E. coli es considerada como una bacteria que causa enfermedades, sin embargo, existen
estudios recientes que algunas cepas de E. coli pueden sobrevivir durante prolongados
periodos de tiempo Yy tienen la capacidad de reproducirse en ambientes convencionales e
incluso pueden integrarse en las comunidades microbianas autdctonas del medio ambiente.
Puede crecer rapidamente en circunstancias idoneas de crecimiento, replicandose en menos
de 20 min (23).

Existen estudios que argumentan que la bacteria puede sobrevivir por largos periodos
de tiempo fuera del extracto intestinal y reproducirse en la arena, suelo, sedimentos de climas
tropicales y templados. El crecimiento y supervivencia se presentan en ambientes naturales
influido por factores bidticos incluyendo la presencia de otros microorganismos, la

capacidad de la bacteria para obtener nutrientes y competir con otros microorganismos para
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su propia supervivencia. Mientras que los factores abidticos se consideran para su
crecimiento la temperatura, radiacion solar, disponibilidad de agua y de nutrientes, PH
dependeré segun las cepas y el genotipo (23).

2.1.17. Aspergillus niger

Son colonias de hongos de rapido crecimiento, son resistentes y comuinmente
presentan aspecto blanco grisaceo que consigue en un periodo corto de tiempo pigmentos
amarillosos que posteriormente presenta puntos de color oscuro presentes en las cabezas
conidiales biseradas y radiales. La colonia es densa, compacta y granular. Este hongo no
causa muchas enfermedades como otros microorganismos patogenos, ya que habitualmente
las esporas se encuentran en el medio ambiente y la mayoria de las personas la inhalan y el
organismo genera una respuesta inmunitaria como defensa para no perjudicar la salud de los
seres humanos. Sin embargo, si existe la contaminacidn excesiva por estas esporas hace que
el sistema inmunitario se debilite y pueda causar una infeccion en pulmonar y corre el riesgo

de que se pueda propagar a otras partes del cuerpo (24).

2.1.18. Saccharomyces cerevisiae

Es una levadura heterétrofa que proviene de la glucosa y presenta capacidad
fermentiva, se encuentra facilmente en el suelo, hojas, flores, frutos, corteza y también en el
tracto intestinal de los animales. Se denomina como una levadura Gras la cual esta asociada
al bienestar de la humanidad y se lo encuentra cominmente en el medio ambiente, esta
levadura se propaga facilmente debido a su sistema genético de transformacion de ADN.
Sus colonias tienen forma esférica u redondeada de color amarilloso oscuro o también
pueden ser de coloracion cremosas, en medios de cultivos son visibles a partir de los 2 a 3

dias estas caracteristicas dependeran del medio de cultivo de siembra (25).

2.1.19. Control de Calidad

Diversos estudios en Latinoamérica han definido numerosas propiedades

medicinales del extracto de C. lechleri, por lo tanto, se considera un reto ya que la
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composicion quimica, los principales activos, las propiedades fisicas y medicinales se les
atribuye suma relevancia, asi mismo de tener un control de calidad de la resina para su uso
como terapia alternativa. En la actualidad la contaminacion microbioldgica es uno es lo
problemas mas graves y supone riesgos al consumidor, es por ende que se requiere resaltar
més el control de parametros que certifiquen la calidad de un producto en todos los

procedimientos de buenas practicas de manufactura (26).

2.1.20. Norma Sanitaria que Establece los Criterios Microbiologicos de Calidad

La resina sangre de drago puede presentar contaminacion por diversos tipos de
microorganismos, que pueden reducir la actividad terapéutica sin embargo, en el listado de
las Normas Técnicas Ecuatorianas INEN no se encuentra una norma especifica para este
tipo de analisis de productos de resina, por lo que se considera tomar de referencia normas
parecidas de control microbioldgico de formas farmacéuticas de acuerdo a los métodos de
ensayo de la norma INEN 1529-10 para el recuento total de mohos y levaduras, el criterio
de aceptacion es de no mas de 10?2 UPM/g. Para recuento de mesdfilos, la norma INEN 1529-
5, indicando que el indice maximo permisible para determinar criterio de aceptacion de

calidad microbioldgica no mas de 10° UFC/g (27).

2.2. Marco Referencial

En 1877 Pasteur y Joubet concluyeron que existen organismos que destruyen otros
organismos, establecieron entonces que “la vida destruye la vida”. El uso de la resina natural
de C. lechleri con fines medicinales ha sido usado por las comunidades nativas hace mas de
100 afios por via oral para el tratamiento de diferentes enfermedades. En la actualidad se ha
demostrado que la resina pura tiene una efectividad del 90% considerando las medidas
sanitarias idoneas de recoleccion, extraccion y manipulacion del producto que impidan la
contaminacion microbioldgica de agentes patdgenos que pueden llegar a disminuir su

efectividad y ser perjudicial para la salud de los consumidores (28).

Existe un estudio referencial donde investigadores evaluaron microbiolégicamente

el extracto crudo de C. lechleri expendido en la via publica, asi como también determinaron
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su actividad antibacteriana in vitro. Tomaron 47 muestras procedentes de diferentes
mercados de los distritos de Lima Metropolitana (Lima cercado, Lince, Magdalena'y Comas)
perteneciente al territorio peruano. Ademas, se analizaron 3 muestras de latex de sangre de
drago de las regiones de Huénuco (Tingo y Maria), Ucayali (Pucallpa) y San Martin
(Moyobamba). En este estudio se empled el método de excavacion en placas de cultivo, en
diluciones al 10%, 25%, 50% y 100% y como control positivo (Ciprofloxacino 5mg/ml),
negativos (suero fisioldgico). Los resultados concluyeron que las muestras de sangre de
drago expendidas en la via publica muestran la presencia de coliformes totales y fecales.
Mientras que las traidas del lugar donde se producen y extrae presentaron muy baja
contaminacion de mesofilos aerobios, coliformes totales y fecales, asi como levaduras,
pudiendo deberse a que no estuvieron expuestos a una alta tasa de contaminacion por defecto
de extraccion y manipulacion (29).

En un estudio reconocido como “Actividad fingica de los extractos de plantas de C.
lechleri y Maytenus laevis, en cepas de Candida albicans” evalu¢ la actividad anti fingica
por medio de prueba de sensibilidad por difusion en agar y consecutivamente mediante la
prueba de sensibilidad en caldo haciendo cada experimento por triplicado en concentracion
1/10. Las muestras se recolectaron en la provincia de Pastaza, siguiendo los protocolos de
recoleccion y medidas de bioseguridad constituidos en la metodologia. Evidenciandose la
reduccion en el crecimiento de la levadura por medio de la prueba en caldo, por lo que se
considera que este extracto presenta algn principio activo que le da capacidad anti fungica
(30).
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CAPITULO Il

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion

La presente investigacion se llevé a cabo en el laboratorio Seidlaboratory S.A.
ubicado en la ciudad de Quito Melchor Toaza N 61-63 entre Av. del Maestro y Nazareth, la

toma de muestra para el respectivo analisis se recolect6 en dos localidades:

= Cantdén Santo Domingo de los Tséachilas, parrogquia San José de Alluriquin, su ubicacién

geogréfica en las coordenadas 0° 19" 227, latitud: Sur 'y 78° 59" 45” de longitud Oeste.

En la tabla 1, se detallan las caracteristicas agroclimaticas del canton Santo Domingo de los

Tsachilas.

Tabla 1.

Caracteristicas agroclimaticas del cantén Santo Domingo de los Tsachilas.

Caracteristicas Promedios
Altitud, m.s.n.m 739
Temperatura, °C 12a24
Humedad relativa, % 65 al 90
Precipitacion, mm/afio >2.000
Pendiente, % 25a>100
Topografia Irregular

Fuente: (31).

= Cantén Pangua, parroquia el Corazén, ubicado al sur occidente de la provincia de
Cotopaxi, en las estribaciones de la cordillera andina occidental. Su ubicacion geografica
en las coordenadas 11° 12' 00", latitud Sur y 79° 06" 00" de longitud Oeste. Las
caracteristicas agroclimaticas del canton Pangua se detallan en la tabla 2.
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Tabla 2

Caracteristicas agroclimaticas del cantén Pangua.

Caracteristicas Promedios
Altitud, m.s.n.m 100 a 3.600
Temperatura, °C 15a20
Humedad relativa, % 68
Precipitacion, mm/afio 1.000 a 3.500
Pendiente, % >70
Topografia Irregular

Fuente: Tomada de (32).

3.2. Tipo de Investigacion

Se realizd una investigacion de tipo descriptiva donde se recopild informacion
cuantificable para el recuento de microorganismos aerébicos mediante la UFC (unidades
formadoras de colonias), para hongos la UFC (unidades propagadoras de mohos), para
levaduras por medio de la UPL (unidades propagadoras de levaduras) para detectar la
presencia de microorganismos en cada muestra de resina sangre de drago, posteriormente se
procedio a la identificacion del microorganismo detectado para determinar si es protagonista
de enfermedades infecciosas e incluso estar implicados en el deterioro de la calidad del
producto, con la finalidad de realizar una comparacion de las muestras de resina de sangre

de drago en las localidades de Santo Domingo y Pangua para consumo medicinal humano.

3.3. Métodos de Investigacion

3.3.1. Inductivo

Este método se utiliz6 durante el proceso de anélisis microbiologico para identificar
microrganismos presentes en las muestras de resina de C. lechleri permitiendo deducir las

conclusiones del presente estudio.

42



3.3.2. Deductivo

Este método permitié determinar el nimero de colonias de crecimiento de
microorganismos bacterias, hongos y levaduras presente en las muestras de resina de C.
lechleri. El alcance del presente estudio tendra utilidad en la solucién de problemas

relacionados a la salud.

3.4. Fuente de Recopilacion de Informacién

En la presente investigacion se realizd una estrategia de trabajo que se inici6 con la
revision y recoleccion de la informacion secundaria importante para el estudio.
Posteriormente se procedié a la recoleccidn de la informacion primaria en una etapa de
trabajo de campo y al procesamiento de datos para definir las variables y finalmente se
procedio al andlisis de laboratorio e interpretacion de los resultados. La revision y
recoleccion de informacion secundaria incluyé documentaciones disponibles de articulos
cientificos, revistas cientificas, libros y proyectos de investigaciones disponibles a través del

internet y otras fuentes confiables.

3.5. Disefio de la Investigacion

El presente estudio se llevd a cabo utilizando un disefio de investigacién no
experimental, utilizando el método descriptivo el cual servira para cuantificar el crecimiento
de las colonias e identificar los microorganismos presentes en las muestras de resina de
sangre de drago, que posteriormente serdn analizados para su respectiva comparacion
siguiendo la orientacién de una linea de investigacion en el area de productos naturales

abierta en el campo de la salud.

3.6. Recursos Humanos

= Docente director del proyecto de investigacion

= Estudiante responsable del proyecto de investigacion
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3.7. Materiales de Oficinay Campo

e Machete » Gel Pack 400 gr

» Hacha plana * Nevera de Icopor

» Barrasco » Libreta

e Cuchillas metalicas » Computadora

» Envases estériles para muestra de * Muestra de resina 200ml

orina de 150 ml

3.8. Materiales e Instrumentos de Laboratorio

= Pipetas seroldgicas de punta ancha de 1,5 cm3y 10 cm?3 graduadas en 1/10 de unidad.

= Cajas Petri de 90mm x 15mm

= Erlenmeyer y frasco de boca ancha de 100 cm3, 250 cm3, 500 cm3, y 1000 cm3 con tapa
de rosca autoclavable

=  Tubos de 150 mm x 16 mm

= Gradillas GR3029

= Esparcidores

= Etiquetas y marcadores

3.9. Equipos de Laboratorio

= Contador de colonias CVP- CM3

= Balanza Gram EH- 2000 (capacidad no superior a 2500 g y de 0,1 g de sensibilidad)
= Bafio de Maria UTGE- 4000 (regulado a 45°C £ 1°C)

= Incubadora BJPX-H30III regulable a (25°C - 60°C)

= Autoclave Phoenix luferco (modelo AB)

= Refrigeradora para mantener las muestras y medios de cultivo

= Congelador para mantener las muestras a temperatura de -15°C a -20°C
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3.10. Reactivos

= Agar para recuento en placa (Plate Count Agar) para bacterias
= Agua peptonada al 0.1% (diluyente)

= Agar sal-levaduras minimal de Davis para mohos y levaduras

3.11. Manejo del Experimento

El presente estudio el manejo del experimento se efectud de acuerdo a la norma
técnica ecuatoriana del NTE INEN 1529-5: 2006 basadndose en la determinacion de la
cantidad de microorganismos aerobios mesofilos. Asimismo, para la determinacion de
mohos y levaduras viables se basé en la norma técnica ecuatoriana NTE INEN 1529-
10:2013.

Medidas de Seguridad

Lavado de manos y materiales totalmente esterilizados para extraer la resina.
Envases estériles como recipiente de recolecta en refrigeracion con gel pack.

La muestra no debe ser procesada méas de 24 horas siguientes a su recoleccion.

P w0 np e

Previo a la llegada de las muestras al laboratorio se debe desinfectar toda el &rea de
trabajo libre de polvo, asi como materiales, equipos e instrumentos.

5. El personal de laboratorio debe poseer vestimenta adecuada, mascarilla y gorro.

Toma y Preparacion de las Muestras

Las muestras se colectaron en recipientes esterilizados de orina con capacidad no
menor de (150 ml) etiquetando con el numero respectivo cada muestra, para abrir los envases
se limpio la zona con agua tibia y jabdén y frotar con alcohol no inflamable al 70%. Se debe
evitar la contaminacion cruzada de las muestras, mezclando el producto con un cucharon
estéril hasta homogenizarlo para posteriormente transferirlo a un envase estéril una cantidad

no inferior a los 100 cm3. Para realizar la suspension inicial o dilucion primaria al 10 se
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homogeniza la mezcla, con una pipeta estéril se transfiere 10 cm? a un frasco y se afiade 90
cm? de diluyente, utilizando un homogeneizador vortex en un lapso de 5 a 10 segundos, el
tiempo no debe exceder més de 45 minutos entre el final de la preparacion de la suspension

inicial y la mezcla de las diluciones con el medio de cultivo.
Determinacion de la Cantidad de Microorganismos Bacterias Aerobias

Se procede hacer un duplicado por cada dilucion en cada caja Petri se coloca 1 cm3
de cada dilucién, se vierte en cada una de las placas inoculadas 20 cm? de agar para recuento
en placa (PCA) a 45° C + 2°C. Se mezcla el in6culo de siembra con el medio de cultivo, con
ligeros movimientos a la placa 5 veces en el mismo sentido de las agujas del reloj y 5 veces
en sentido contrario. Se realiza la prueba de esterilidad vertiendo agar en una caja Petri que
contenga el diluyente Agua peptonada al 0,1% sin inocular y esperar a que reposen las placas
para que se solidifique. Se incuba a 30°C + 1°C por 48 a 75 horas, se elige las placas de dos
diluciones consecutivas que muestren entre 15 y 300 colonias, se debe tener cuidado al
momento de contar las colonias (grandes y pequefias) con la ayuda de una lupa de aumento.
Llevar un registro del nimero de colonias presentes en cada placa para su respectiva

dilucion.
Calculo de Colonias

Para el célculo del nimero de microorganismos (N) por gramo de producto de dos

diluciones sucesivas se debe emplear la férmula:

N = Lc
V(n,+0,1ny,)d

Donde expresa:
Y¢ = Suma de todas las colonias contadas en todas las placas seleccionadas
V = Volumen inoculado en cada placa Petri

n1= Ndmero de placas de la primera dilucion elegida

46



n2= Ndmero de placas de la segunda dilucion elegida

d = Factor de dilucion de la primera dilucion elegida.

Para la respectiva identificacion bacteriana se procede a realizar una tincién Gram,
recogiendo la muestra con un hisopo extendiendo la muestra sobre un portaobjetos,
aplicando el tinte de violeta de genciana y esperamos un minuto. La muestra se enjuaga con
agua tibia aplicando un fijador (lugol). Para distinguir se puede afadir una tincion de
safranina para las gram negativas con un tono rosado o rojo, y las colonias que tornan a

violeta son las gram positivas.
Determinacion de Mohos y Levaduras

Se utiliza la pipeta en una posicién horizontal para llenar con el volumen conveniente
la suspension inicial y diluciones. Para proceder con la inoculacion e incubacién sobre una
placa se emplea una pipeta estéril y se transfiere 0.1 ml de la muestra. En la segunda placa
de agar se transfiere 0.1 ml de la dilucion decimal de la primera (10) con la pipeta estéril,
para favorecer el recuento de colonias de levaduras y mohos puede ser extendido en tres
placas de Petri, se repite estos procedimientos con diluciones posteriores. Se incuban las
placas verticalmente a 25°C + 1°C en un periodo de 5 dias. Posteriormente para el recuento
de colonias se leen las placas entre 2 a 5 dias de incubacion y se seleccionan las placas que
presentan menos de 150 colonias para contarlas por separado. Con la ayuda de un

microscopio se inoculan en el medio de cultivo Davis para su aislamiento.

Calculos

Se establece la formula para el calculo de nimero de unidades propagadas (UP) de

mohos y levaduras por gramo de muestra:

N = 2
" V(ng+0,1my)d
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Donde expresa:

Yc = Suma de todas las colonias contadas en todas las placas seleccionadas
n1= Namero de placas de la primera dilucion elegida

n2 = Numero de placas de la segunda dilucidn elegida

V = Volumen inoculado en cada placa Petri

d = Factor de dilucion de la primera dilucién elegida.

Si no existe desarrollo de colonias en las placas se suspension 102, se representa

como un nimero estimado empleando la formula:

NE de UP de mohos o levaduras
gocm3

=<1,0 X10

Si todas las placas sembradas tienen mas de 150 colonias, se calcula a partir de las

placas sembradas con la dilucion mas alta empleandose la siguiente férmula:

NE de UP de mohos o levaduras
gocm3

=>valor obtenido Xf

F: Factor de dilucion (valor opuesto de dilucidon de muestra)

Para interpretar resultados de recuento de colonias en las placas Petri se consideran

los siguientes criterios:

Colonias tipicas de hongos filamentosos: colonias de aspecto algodonoso de

diversos tamafos y color.

Colonias tipicas de levaduras: colonias convexas, pueden parecer brillantes y de

color crema o rosa palido.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados

Se trabajo con 2 muestras de resina de sangre de drago del canton Santo Domingo
de los Tsachilas y 2 muestras de resina de sangre de drago del cantdn Pangua para el analisis
correspondiente. Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos estan organizados en

tablas y graficos con el proposito de analizar e interpretar los resultados obtenidos.

4.1.1. Cuantificacion e Identificacion de Microorganismos en el Cantén Santo Domingo

de los Tséachilas

Tabla 3.

Cuantificacion de microorganismos en resina sangre de drago en el cantén Santo Domingo

de los Tsachilas.

Muestra 1
Ensayos microbiologicos Unidad Resultado
Aerobios UFClg 96 x 107
Levaduras UPL/g <10
Hongos UPM/g <10
Muestra 2
Ensayos microbiol6gicos Unidad Resultado
Aerobios UFC/g 11 x 108
Levaduras UPL/g <10
Hongos UPM/g <10

Elaboracion: Autor.

Se comprob6 que existe presencia de microorganismos aerobios mesofilos en la
muestra 1, con un alto grado de contaminacion 96 x 10°. Mientras que la muestra 2, la carga
microbiana es de 11 x 10° por gr de resina, considerando que sobrepasa los limites de los
criterios de calidad microbioldgica considerado como no aceptable para el consumo

humano. Se debe a que puede estar asociado con el ambiente faunistico y por la probabilidad
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de contaminacion de las reses que indican un riesgo potencial para la salud, como se ilustra
en la figura 9 y 10 el crecimiento y aislamiento de las colonias mediante la técnica estriado
en las M1 Y M2. El crecimiento de las colonias de hongos y levaduras < a 10 no pudieron
ser identificados, debido a la sensibilidad de los compuestos fendlicos que presenta la resina
de forma natural, especificamente el &cido galico que tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de hongos.

Figura 9.

Estriado de colonias en placa Petri M1

Figura 10.

Estriado de colonias en placa Petri M2.
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Figura 11.

Recuento de bacterias en la placa Petri M1, para determinar el nimero viable de

microorganismos

Figura 12.

Recuento de bacterias en la placa Petri M2.
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Tabla 4.

Identificacion de colonias de microorganismos en resina sangre de drago en el cantén Santo

Domingo de los Tséachilas.

Muestra 1
Identificacion de Bacterias Porcentaje de probabilidad
Escherichia coli 97,2%
Muestra 2
Identificaciéon de Bacterias Porcentaje de probabilidad
Escherichia coli 97, 5%
Tincion Gram:
Bacilo gram (-) Calatasa (+)
Caracteristicas de las colonias Oxidasa (-)
Agar PCA: Colonias pequefias de bordes
regulares, convexas, color crema

Elaboracion: Autor

Mediante un analisis cualitativo se identifico la presencia de bacterias de E. coli en
ambas muestras de resina de sangre de drago con una probabilidad del 97,2%, considerando
el aspecto de las colonias, la forma, el color mediante la técnica de tincién Gram ilustrandose
en la figura 13, demostrando el crecimiento de microorganismos indicadores de
contaminacion fecal debido a que el lugar de procedencia de colecta del material practicaba
actividades ganaderas como medio de subsistencia. La carga microbiana y la contaminacién
ambiental hace idoneo su crecimiento a la temperatura entre los 20°C o posiblemente a la
contaminacion microbiologica cruzada. Si no es controlado estos microorganismos
patdgenos pueden proliferar apresuradamente y permanecer de forma latente a bajas
temperaturas provocando brotes de enfermedades por consumo de resina contaminada.
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Figura 13.

Identificacion de E. coli mediante tinciéon Gram, M1.

Figura 14.

Identificacion de bacterias mediante tincién Gram, M2.
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4.1.2. Cuantificacion e Identificacion de Microorganismos en el Cantén Pangua

Tabla 5.

Cuantificacion de microorganismos en resina sangre de drago en el cantén Pangua.

Muestra 1
Ensayos microbiologicos Unidad Resultado
Aerobios UFClg 45x 10t
Levaduras UPL/g <10
Hongos UPM/g 10 x 10t
Muestra 2
Ensayos microbiologicos Unidad Resultado
Aerobios UFClg 80x 10°
Levaduras UPL/g 15 x 10t
Hongos UPM/g <10

Elaboracion: Autor

La carga de microorganismos en la muestra 1 de resina de sangre de drago extraida
del canton Pangua present6 aerobios mesofilos expresado en 45x 10 UFC/g y para hongos
10 x 10! UPM/g considerandose autorizada de acuerdo al valor recomendado por la norma
INEN como nivel aceptable de calidad para consumo humano, indicando que cumple los
parametros analizados, debido a la composicion quimica de la resina redujo la carga
microbiana. Estos resultados corroboran sobre el lugar idoneo para la extraccion de resina
de sangre de drago que puede ser consumida por el ser humano para tratar enfermedades de
manera segura y eficiente. En la muestra 2, se report6 una incertidumbre tipica expandida
en aerobios 80x 10° UFC/g representando un valor mayor o menor al 2% obtenido de la
muestra, la cual se considera de acuerdo a los criterios microbiologicos como nivel aceptable

para consumo humano, no excedio los limites de sobrepoblacion bacteriana.
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Figura 15.

Recuento bacteriano en placa Petri M1.

Tabla 6.

Identificacidn de colonias de microorganismos en resina sangre de drago canton Pangua.

Muestra 1

Identificacion de

Bacterias

Caracteristicas de la

colonia

Porcentaje de
probabilidad

Escherichia coli

Tincion Gram:
Bacilo gram (-) Calatasa
(+)

Oxidasa (-)

Agar PCA: Colonias
pequerfias de bordes
regulares, convexas, color
amarillentas
Agar mackoney: colonias

regulares redondas fucsias

99,5%

56



Identificacién de Hongos Caracteristicas de la Porcentaje de
colonia probabilidad

Aspergillus niger Colonias de color marron, 97,5%
densa con pigmentos
amarillentos, textura

aterciopelada.

Muestra 2

Saccharomyces cerevisiae Colonias de color 97,5%

amarillento también tornan

a ser cremosas u opacas, de
forma redondeada u

ovalada

Elaboracion: Autor

Tras el recuento de aerobios se determino el crecimiento de colonias bacterianas
mediante las pruebas bioquimicas a E. coli con el 99,5% de probabilidad como un indicador
de contaminacion microbiolodgica ilustrandose en la figura 16 mediante la Tincion Gram, sin
embargo, no se logro identificar otras especies bacterianas debido a que el latex tiene un pH
acido que produce una barrera antimicrobiana que inhibe el crecimiento de algunas bacterias
y hongos. También se determin6 una colonia de acuerdo a las caracteristicas macroscopicas
la presencia de un hongo conocido como Aspergillus niger, la cual se encuentra en el rango
de nivel aceptable que no representa riesgos en la salud, debido a que es muy comun en el
medio ambiente deduciendo que existe una mala calidad del aire o a su vez la carga

ambiental es alta.

Asimismo, se identifico una colonia de levaduras de acuerdo a sus caracteristicas
conocida como Saccharomyces cerevisiae la cual son muy abundantes en la naturaleza
principalmente en el suelo, hojas, corteza y se considera aceptable dentro de los parametros
de calidad microbioldgica. La aplicacion de técnicas para la identificacion de levaduras
presenta una probabilidad del 97,5%, considerando varios factores de transmision
principalmente por contacto de animales del bosque ya que sus heces puede ser un indicador
de contaminacion o la carga microbiana del ambiente, se garantiz6 la inocuidad y calidad en

el proceso para una adecuada extraccion de la materia prima.
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Figura 16.

Tincién Gram para identificar colonias de bacterias en M1
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4.1.3. Beneficios de la Resina de C. lechleri en Funcion al Uso Medicinal

Figura 17. Relacion de los beneficios de la resina C.lechleri

Cicatrizante
Antioxidante
Antiinflamatorio

Antiofidico
Antiviral
Regenera tejidos Anticancerigeno
y proylegle alas Citoprotectora
células . . Estimulacion el
S Beneficios Sistema.
enfermedades Inmunologico
venerias Antireumatico

Bacteriostatico
Bactericida
Fungicida
Desinfectante
Fertilidad

Elaboracion: Autor.
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4.2. Discusién

El Ecuador posee una diversidad de plantas medicinales para tratar diferentes
enfermedades, la relevancia y eficacia de los productos al ser consumidos abre nuevas
oportunidades en el &mbito de la salud. Existen muy pocas investigaciones referentes a los
analisis microbioldgicos derivado de productos forestales no maderables que mantienen
propiedades terapéuticas medicinales. La contaminacion de productos naturales se debe a la
presencia de microorganismos patdgenos que puedan sobrevivir a estas condiciones y que
figura un riesgo grave a la salud. Los resultados demuestran que las dos muestras de sangre
de drago provenientes del cantén Santo Domingo de los Tsachilas presentan recuentos
totales que sobrepasan los limites de aerobios mesofilos de acuerdo a las normas técnicas
ecuatoriana, considerandose que los limites son inaceptables para el consumo humano. Sin
embargo, en las muestras analizada proveniente del canton Pangua presentd recuentos de

colonias bajos, siendo el limite permitido por INEN (33).

La cantidad de colonias de E. coli que sobrepasan LMP de las muestras provenientes
del canton Santo Domingo se debe a las practicas de ganaderia cerca de los arboles de sangre
de drago. De acuerdo a Bayona (38), manifiesta que habitualmente se encuentra en el tracto
intestinal de los animales de sangre caliente causantes de muchas enfermedades, debido a la
presencia de heces fecales de animales que constituye la principal fuente de contaminacion
directa, tanto al arrastre de lluvias en la zona, como el traslado indirecto de particulas fecales
considerandose como contaminacion cruzada al momento del proceso de extraccion.
También Gaélvez (40), menciona que en la parroquia Alluriquin perteneciente al cantén
Santo Domingo especificamente en las zonas altas prevalece los arboles sangre de drago
expuesta a la contaminacion por las actividades de ganaderia bovina y no existe un control
apropiado de los mismo, la carga microbiana es mas elevada a comparacion de la otra
localidad. Concientizando a las personas de consumir resina natural sangre de drago

conociendo la carga patdgena sin presentar riesgos a la Salud.

Asimismo, en cuanto al recuento de colonias en las muestras de sangre de drago
proveniente de Pangua se redujo la carga microbiana de E. coli. Es importante recalcar que
la primera muestra tuvo una carga microbiana aceptable por las NTE, el acceso de estas

plantaciones presenta notables concentraciones de fauna silvestre que se refugian en estos
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arboles y puede llegar a caer residuos de particulas fecales de muchas aves, sin embargo, se
considera que no existe alta contaminacion en la zona de acuerdo a Puig (39). La segunda
muestra tomada de un arbol sano presento incertidumbre tipica en las colonias (x) que
representa el 2% del valor real considerandose como una estimacion adecuada de la zona de
valores entre los que se encuentra el verdadero valor. Los resultados del estudio presentan
carencias en la calidad microbiologica en productos a consumir de resina de sangre de drago,
es relevante desarrollar normativas con respecto a los analisis que deben efectuarse ya que
muchas personas consumen la resina sin conocer ningun tipo de andlisis previo al consumo

del producto.

Se considera que no hubo crecimiento de otras colonias de bacterias y hongos que
puedan ser identificadas debido a que la resina inhibe el crecimiento por sus componentes
quimicos, esta aseveracion concuerda con Tamariz, Capcha, Palomino y Aguilar (42) que
menciona las propiedades de la resina sangre de drago tiene efecto bactericida en
concentraciones altas, por su componente activo que es la taspina considerado como un
excelente antibacteriano y antiséptico. En 1994 se logré encontrar otros fitoquimicos en la
resina, los cuales destacan los compuestos fendlicos, proantocianinas y diterpenos que
mostraron actividad antibacteriana potente en bacterias aerobias gram positivas y a su vez
beneficios medicinales para el tratamiento de diferentes enfermedades. Por otro lado,
Véazquez y Carruitero (41). Indican que el latex de sangre de drago presenta un efecto
antifungico que impide el crecimiento de mohos y levaduras que son los principales

alteradores de la calidad de la resina.

C. lechleri presenta la capacidad de disminuir la sobrepoblacion bacteriana y fungica
patogena, el desarrollo de colonias de bacterias de E. coli tiene la capacidad de ser resistente
y crecer en un medio de cultivo proliferandose facilmente en un pH optimo. Afirmandolo
Rojas y Sanchez (43), que la resina sangre de drago por sus compuestos funcionan como
antibacterianos frente a Gram positivos y a Gram negativos, cuando se presentan
sobrepoblacion de colonias elevadas, podria esperarse la accion de principios activos de la
resina para inhibir el crecimiento total de las colonias de microorganismos patogenos
obteniendo una eficiencia del 95% al 99% para el consumo del ser humano. De tal manera

que puede considerar una alternativa mas saludable y beneficiosa como medio de control o
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analisis microbiolégico de la resina sangre de drago como producto natural para ser

consumido por toda la poblacion.

De acuerdo a la revision bibliogréfica de diferentes estudios se afirma por personal
de la salud y laboratoristas, que el latex de sangre de drago esta enriquecido de catequinas y
proantocianidinas oligoméricas y también contiene 3, 4-O-dimetilcedrusina (lignando) y
taspina, ademas de sus propiedades organolépticas, afirmando con veracidad que la resina
presenta eficacia de control de microorganismos patdgenos y que puede inhibir el
crecimiento de algunas colonias, generalmente ayuda a la recuperacién de cambios en el
organismo y su uso esta muy extendido en los paises sudamericanos por sus efectos

cicatrizantes aludiendo Risco, Vila, Henriques, Cafigueral (34).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones

Se determind mediante un analisis microbioldgico de las muestras de resina de sangre
de drago procedentes de localidades diferentes pudiéndose comprobar que las muestras
aptas para el consumo idoneo de acuerdo a los criterios de calidad microbiolégica, son
las muestras 1 y 2 procedentes del canton Pangua considerada como aceptable para el
consumo humano, ambas muestras inhibieron el crecimiento de sobrepoblacién
bacteriana de E. coli. Las muestras de resina procedentes del canton Santo Domingo
sobrepasaron los limites de calidad microbioldgica, determinandose el factor principal
las actividades de ganaderia en las zonas de recoleccion. Se considera que estos
microorganismos son comunes y presentan resistencia a factores ambientales y la poca

necesidad nutricional.

La seleccion de arboles de C.lechleri para la obtencion de resina se considerd el
diametro, los cortes anteriores en la corteza de los arboles, la edad, la época de resinacion
en la creciente de luna y la hora en relacidn a la extraccion mediante el método de sistema
chino considerando una estria en forma de VV como una técnica rentable y viable para el
aprovechamiento de productos forestales no maderables. Ademas de considerar las NTE
1529-2 sobre la toma, envié y preparacion de muestras para el respectivo analisis

microbiologico en el control de alimentos.

Los beneficios de la resina sangre de drago en el campo de la salud son varios, se utiliza
para tratar diversas enfermedades, se aplica como antiinflamatorio, anticancerigeno,
bactericida, fungicida, antioxidante, cicatrizante, enfermedades venéreas y estimulante
de defensas, demostrando tener efectividad para neutralizar este tipo de patologias, cabe
recalcar que es evidente la necesidad de realizar analisis microbioldgicos de las resinas
para el consumo del ser humano implementando mejoras en la extraccion,
procesamiento y almacenamiento de los productos para asegurar la inocuidad y que no
representen un riesgo potencial en la salud de los consumidores, esto podra cambiar la

medicina convencional y sustituirla por la medicina tradicional.
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5.2. Recomendaciones

Se recomienda seguir realizando los analisis microbiologicos en la resina sangre de
drago con la finalidad de tener un control eficiente para que el producto pueda ser

consumido sin representar riesgos a la salud.

Se considera seguir con estudios posteriores para la identificacion fldngica e
identificacidn bacteriana gram positivas y gram negativas para establecer una norma

especifica de control microbiol6gico para este tipo de producto.

Se recomienda primordialmente considerar la NTE INEN 1529-2 para el proceso de
toma y recoleccion de muestras, la NTE INEN 1529-5 para la determinacion de
microorganismos aerobios mesofilos y la NTE INEN 1529-10 para control

microbiologico de mohos y levaduras.
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CAPITULO VII

ANEXOS



7.1. Anexos de campo

Anexo 1. Identificacion y seleccién de los

arboles de sangre de drago.

Anexo 2. Extraccion de la resina mediante
la utilizacion de recipientes estériles

(orina).

Anexo 3. Herramienta barrasco Yy

cuchillas metélicas.

Anexo 4. Extraccion de resina en la

localidad San José de Alluriquin.
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Anexo 5. Extraccién de resina en la
localidad Pangua, mediante el método

corteen V.

Anexo 6. Fotografia con el equipo de trabajo.
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