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INTRODUCCION

Desde tiempos prehistdricos el hombre ha utilizado plantas con fines curativos, tanto
fisicos como espirituales, alimenticios y cosméticos. En algunos casos las plantas dotadas
de poderes mégicos y sagrados, han servido para una intervencion directa en la vida y el
destino de los hombres, pues muchos tratamientos tradicionales a base de plantas fueron
y son extraordinariamente eficaces. A pesar de ello a la medicina herbolaria, hace tiempo
se la consider6 producto de supersticion e ignorancia, haciendo que cayera en desgracia;
pero ahora se viene dando un proceso de revalorizacién dado el rechazo mundial que
estan teniendo los productos sintéticos medicinales por las reacciones adversas que

provocan en los pacientes y la contaminacién ambiental que genera su fabricacion.

La importancia que hoy por hoy tiene la medicina herbolaria para procurar salud y
bienestar en la poblacion es muy evidente y mas alin en comunidades rurales, quienes
dependen casi exclusivamente de los recursos vegetales para curar y prevenir sus

enfermedades y dolencias.

Microorganismos como Staphyloccus aureus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
gallinarum, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, entre otros son responsables de
graves infecciones que pueden afectar 6rganos internos, membranas, mucosas de boca,
garganta, tracto genital, urinario y otras. Y es asi que en la actualidad, las enfermedades
infecciosas muestran una tendencia emergente, y cada vez mas critica, debido a la alta
tasa de mortalidad y secuelas producidas, por lo que el conocimiento de los antibiéticos
y antifungicos es de suma importancia y aun mas trascendente resulta las investigaciones
aportadas de nuevos productos de origen vegetal, ya que estos han constituido desde
siempre la principal fuente de agentes terapéuticos para la humanidad y generadores de
sustancias con actividad biologica, con formulas cada vez maés eficaces y menos toxicas

para el tratamiento de diferentes afecciones.

Aportar a esta gran necesidad de generar productos medicinales de origen vegetal con

investigaciones afines es un objetivo crucial, y como respuesta al mismo existen ya
Xiii



varios trabajos publicados sobre actividades biol6gicas que presentan un sin fin de
vegetales y muchos de estos estudios se basan en la determinacion y evaluacion de la

actividad antimicrobiana.

En base a esto, el presente trabajo investigativo realizado en la Facultad de Ciencias de la
ESPOCH, tiene como objetivo principal determinar la actividad antimicrobiana de
especies vegetales como Espino chivo (Duranta triacanta), Cepillo o molle (Callistemon
speciosus) y Tzinso (Tagetes minuta), y asi comprobar lo que el conocimiento popular

afirma, de que son eficaces para tratar infecciones.

Del Espino chivo se sabe que es muy utilizado en las comunidades indigenas para tratar
problemas cutaneos, el Cepillo en problemas respiratorios al igual que el Tzinso que
ademas se le atribuye propiedades para tratar molestias gastricas; sin embargo de estos
vegetales son muy pocas 0 ninguna las pruebas que se han realizado frente a
microorganismos, pero dentro de la ESPOCH se ha experimentado otras actividades
como la insecticida que tiene el Tzinso sobre Premnotrypes vorax (BALDEON 2012), y
Drosophila melanogaster (COFRE 2012).

El desarrollo de este estudio parte desde la preparacion de los extractos etanélicos por
maceracion del vegetal y los subextractos etéreos y cloroférmicos, continuando con la
correspondiente identificacion de los grupos fitoquimicos; y con la aplicacién de los
extractos mediante el metodo de Mitscher, frente a microorganismos ATCC:
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 9637, Salmonella
gallinarum ATCC 9184, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Candida albicans ATCC
10231 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, para comprobar el efecto

antimicrobiano.

Los resultados obtenidos fueron alentadores pues se comprobd que los tres vegetales
presentan actividad antimicrobiana, al menos frente a un microorganismo, esto
seguramente debido a la presencia de metabolitos secundarios que contienen los

extractos.

Xiv



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 LASPLANTASY LA MEDICINA TRADICIONAL

Las Plantas Medicinales son vegetales que contienen sustancias, en uno o varios de sus
organos, que pueden ser utilizadas con finalidad terapéutica 0 como precursores para la

sintesis quimica de otros productos farmaceuticos.

Son tan antiguos los origenes de la utilizacion de plantas para tratar enfermedades u otras
entidades nosologicas, tales como empacho, mal de 0jo, el aire, entre otras. Y es asi que
en los inicios de la humanidad el acto de seleccionar plantas curativas estuvo asociado a
las caracteristicas morfoldgicas de la planta, raices, hojas o frutos y su semejanza con la
figura humana o de 6rganos. Posteriormente se basé en las acciones que sus diferentes
preparados desencadenaban en los consumidores accidentales o voluntarios, desde esta
manera iniciaba una estrategia que mas tarde seria fundamental en las ciencias médicas;
el principio de observacion de un efecto asociado al uso de un determinado recurso

terapéutico. (19)

En el Ecuador el uso de plantas medicinales esta inmerso en la cotidianidad de sus
habitantes. La medicina popular se practica principalmente por habitantes de zonas
rurales, pero también por citadinos de toda clase social. Se pueden encontrar gran
variedad de plantas con usos medicinales que se expenden en mercados de la Sierra,

Costa y Amazonia. (47)



Las causas que acentlan el arraigado y extenso empleo de plantas medicinales entre los
ecuatorianos son: el bajo poder adquisitivo de la mayoria que no permite el acceso a
medicamentos, la carencia de un sistema oficial de salud efectivo y, principalmente, que

el conocimiento médico ancestral es inmenso

Por efecto de la conquista esparfiola ocurrida en el siglo XV1 y del constante ir y venir de
gente diversa, se han incorporado elementos y especies medicinales nuevas que se han
amalgamado y han enriquecido el conocimiento médico ancestral indigena. Asi, en el
Ecuador conocemos y utilizamos centenares de especies medicinales nativas e

introducidas en las todas las regiones del pais.

En la medicina tradicional ecuatoriana, el mundo real y el magico, poblado de espiritus,
dioses y demonios, son las dos caras de una medalla, los planos correspondientes que se
complementan y se justifican mutuamente. En este contexto, las enfermedades no son
consecuencias de las fallas de los érganos y sus funciones, ni de la invasion de
microorganismos patogenos, sino el resultado de las influencias de seres y fuerzas
sobrenaturales que estan detrds de todas las cosas aparentes de este mundo real, para
advertir, premiar o castigar segun sus codigos, mandatos, intereses o simpatias. Tanto en
el Ecuador como en otros paises, es importante y caracteristico el uso de agentes

psicotropicos para la curacion mediante rituales. (47) (52)

1.2 FITOMEDICINAY FITOTERAPIA

La Fitomedicina se define como aquella disciplina de la medicina que emplea en
terapéutica a las plantas medicinales o principios activos de origen vegetal en forma de
extractos, infusiones, decocciones en sus diversas presentaciones, basado en el
conocimiento cientifico moderno, esto es una base que se sostiene en los pilares
fundamentales de la farmacologia y la terapéutica moderna: farmacodinamia,
farmacocinética, estudios preclinicos, clinicos y la divulgacion de éstos a través de
medios reconocidamente validados por las comunidades cientificas. Esta disciplina
engloba tanto a la Fitofarmacologia, que es la ciencia que estudia los fitomedicamentos,

en cuanto a su mecanismo Yy sitios de accion (receptores), como a la Fitoterapia, que
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aplica los productos de origen vegetal con finalidad terapéutica, ya sea para prevenir,
para atenuar o para curar un estado patoldgico y busca establecer las interacciones

medicamentosas, contraindicaciones y efectos adversos. (47)(48)

La Fitoterapia Moderna o Fitomedicina, se nutre del desarrollo de la Fitofarmacologia
basica y clinica, esto es de los estudios farmacoldgicos realizados con plantas 0 sus
componentes y lo que la lleva a fundamentarse en el uso racional y cientifico de
productos vegetales con finalidad terapéutica; puede asi ser utilizada para prevenir, curar

o0 anular estados patoldgicos.

En la actualidad se estima que alrededor del 80% de la poblacion utiliza medicina
alternativa herbolaria (Fitoterapia) como tratamiento paralelo a la medicina tradicional y

su uso ha estado siempre muy arraigado a la tradicion. (47)

1.3 FITOMEDICAMENTOS Y FITOFARMACOS

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, los fitofarmacos o medicamentos herbarios:
“Son productos medicinales acabados y etiquetados cuyos ingredientes activos
estandarizados, estan formados por partes aéreas o subterraneas de plantas u otro material
vegetal, o combinaciones de éstos, en estado bruto o en forma de preparaciones
vegetales. Por material vegetal se entienden: jugos, resinas, aceites vegetales y cualquier

otra sustancia de naturaleza semejante”. (16)

Un medicamento herbolario tiene idéntica importancia que un producto quimico
farmacéutico; por ello se sujeta a la misma normatividad y tienen las mismas formas de
registro en la Secretaria de Salud, se legisla y se comercializa de igual manera. Ademas,

se ofrece al publico con las mismas presentaciones: capsulas, tabletas o jarabe. (51)

Por otro lado, un fitomedicamento es un extracto vegetal estandarizado (Fitofarmaco),
normalizado y estabilizado y del cual se conoce una accion farmacologica definida y
cuantificada, fabricado con tecnologia farmacéutica moderna y que su utilizacion

terapéutica estd basada en resultados obtenidos de estudios clinicos disefiados y



desarrollados de acuerdo con criterios internacionales. Los fitomedicamentos se
producen en variadas formas tales como: tabletas, grageas, comprimidos, capsulas, gotas
y jarabes. (16)

1.4 ESPECIES VEGETALES ESTUDIADAS

1.4.1 Espino chivo (Duranta triacanta Juss)

Fuente: http://jardnsapossessi.blogspot.com/

FOTOGRAFIA N°1 ESPINO CHIVO (Duranta triacanta Juss)

1.4.1.1 CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Verbenaceae
Género: Duranta

Especie: triacanta



1.4.1.2 DESCRIPCION BOTANICA

Arbusto caracteristico de zonas montafiosas secas, puede alcanzar hasta 3m de alto, con
tallo de color gris, sus hojas son verdes y pequefias, flores que se despliegan en forma de
inflorescencia, presencia de espinas tanto en tallo como en ramas. Los frutos son

pequerfios de color amarillo

1.4.1.3 USO ETNOBOTANICO

En la region interandina, en las comunidades Kichwa de la Sierra el espino chivo
(Duranta triacanta), es ampliamente utilizado para eliminar manchas en la piel, la paspa

e irritaciones cutaneas. (8)

1.4.2 Cepillo (Callistemon speciosus)

Fuente:http://plants.usda.gov/java/largelmage?imagelD=casp30_001_ahp.jpg

FOTOGRAFIA N°2 CEPILLO (Callistemon speciosus) (Bonpl.) Sweet

La especie es originaria de Australia sur occidental donde crece ya sea sobre suelos

arenosos que arcillosos en zonas humedas y pantanosas. EI nombre del género es la



-6-

combinacion de los términos griegos “kallos” = belleza y “stémon” = estambre; el

nombre de la especie es, en latin “speciosus” = bello.

Especie muy florifera y de facil cultivo que se caracteriza por su adaptabilidad a diversas
condiciones climaticas, soportando largos periodos de sequia en verano, una vez bien
radicada, y a varios tipos de suelo, aunque con preferencia por aquellos &cidos o neutros.
La exposicion ideal es en pleno sol, pero puede soportar una ligera sombra y en cuanto a

las temperaturas soporta tanto altas como bajas, al menos hasta cerca -6 °C. (41)

1.4.2.1 CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino: Plantae
Subreino: Traqueobionta
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Género: Callistemon

Especie: speciosus

1.4.2.2 DESCRIPCION BOTANICA

Es un arbusto o pequefio arbol que puede alcanzar hasta los 8 m de alto con corteza gris
0 marrén, escamosa, con copa globosa y ramas delgadas y penduladas. Las hojas, sobre
un corto peciolo, son de color verde intenso, alternas, simples, lanceoladas con apice
agudo u obtuso, rigidas, largas 4-10 cm por unos 6mm de ancho, aromaticas por las
presencia de glandulas oleiferas. Las inflorescencias son espigas terminales densas,
cilindricas, largas 5-15 cm, con numerosas flores con 5 sépalos y 5 pétalos verdes, largos
0,6 cm, y numerosos estambres libres, largos 2,5 cm, de color rojo intenso con anteras
amarillas, que son la parte mas vistosa de la flor. Los frutos son capsulas lefiosas,
globosas, de color gris marrén, de 5-7 mm de didmetro, deprimidas en el apice,

persistente por largo tiempo, conteniendo numerosas semillas mindsculas.



Se reproduce por semillas colocadas superficialmente en sustrato arenoso, mantenido
constantemente humedo, en posicion luminosa y a 20-22 °C de temperatura, la
germinacion se produce entre 4 y 8 semanas con crecimiento inicial mas bien lento; se

reproduce también por esqueje en verano y acodo aéreo. (29)(40)(41)

1.4.2.3 COMPOSICION QUIMICA

Posee un alto contenido de aceites esenciales en sus hojas, en los cuales el 1,8-cineol es
el componente mayoritario (45-80%). Otros componentes presentes en esta especie
incluyen a-pineno, limoneno y a-terpineol. (29)

1.4.2.4 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

El aceite esencial extraido de las hojas, que tiene como constituyente principal al cineol
(eucaliptol), es conocido por sus propiedades antisépticas, expectorantes Yy

broncodilatadoras. (41)

1.4.3 Tzinso (Tagetes minuta l.).

Fuente: http://www.cantoverde.org/150plantas/e.html

FOTOGRAFIA N°3 TZINSO (Tagetes minuta L.)
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Conocida también como yuyito del amor, chinchilla, chil chil, suico, huacatay (Peru),
ruda criolla (Colombia). Es originaria de Sudamérica (Argentina, Chile, Bolivia, Peru, y

Paraguay). Fue introducida en Estados Unidos, Australia, Africa y Asia. (33).

1.4.3.1 CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino: Plantae

Subreino: Traqueobionta
Superdivisién: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Asterales

Género: Tagetes

Especie: minuta

1.4.3.2 DESCRIPCION BOTANICA

Hierba anual, erecta, glabra, de olor penetrante, persistente pero agradable, generalmente
mide entre 60 cm a 1m, pero pueden crecer hasta 1,8m de altura. Hojas pinnatisectas con
4-8pares de segmentos lanceolados, aserrados y segmento terminal algo mayor. Las
flores, amarillas, se disponen en cimas corimbiformes compactas conteniendo bolsas
oleiferas. Se propaga muy bien por semilla. Es muy fécil de observar creciendo en

muchas macetas en el jardin. (1)(33)
1.4.3.3 COMPOSICION QUIMICA
Contiene flavonoides (quercetagenina, patuletina e isoramnetina), cinerina | y II,

patulitrina, piretrina | y |1l, &cido valeridnico, &cido siringico. Etimol, sustancia

responsable de su aroma.
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Planta rica en en esencia (0,5%) que se resinifica con facilidad, contiene diversos
terpenos. El aceite esencial contiene bitienil, canfeno, cinerina 1 y Il, citral, acido formico
y aceético, monometilfumarato, jasmolina | y IlI, limoneno, linalool, cis-ocimenona,
transocimenona, patulitrina, feniletanol, a y B pineno, piretrina I y II, quercetagetrina,
salicaldehido, &cido siringico, tagetona, cis-tagetona, dihidrotagetona, tiofeno y &cido
valerianico. (1)(13)(23)

1.4.3.4 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Es un excelente digestivo y antiparasitario, posee actividad antimicrobiana, antifingica,
insecticida, acaricida y antioxidante comprobadas. Estudios revelan su eficacia para
eliminar las larvas de Aedes aegypti, el mosquito vector del dengue y la fiebre amarilla, y

la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster). (26)(32)(36)

El tzinso también puede ser usado como pesticida (nematicida). Se le atribuyen
propiedades medicinales como carminativo y antiabortivo. La infusion de sus hojas se
usa para aliviar los dolores gastricos y la decoccién de sus flores y hojas frescas para
aliviar los catarros y bronquitis. De sus hojas se extrae un aceite esencial utilizado en

perfumeria. (58)

El extracto cloroférmico 0,125¢g/L de esta planta demuestra actividad con Candida
albicans, actividad antiespasmddica, antiviral contra virus de Ranikhet, actividad
insectisida contra Musca domestica y Tribolium castaneum, actividad antimicrobiana
contra Bacillus subtilis y actividad de feromonas para Aspiculurus tetraptera, Dacus
dorsalis. (13)

1.4.3.5 TOXICIDAD

Se ha descrito algunos casos de dermatitis de contacto y reacciones eczematosas. (13)
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1.5 DROGAS VEGETALES

Parte de la planta, ya sea hojas, flores, frutos, semillas, raices, tallos entre otros, que
contiene los principios biolégicamente activos, con propiedades terapéuticas
establecidas.

- Droga cruda: Droga vegetal que ha sufrido de forma general los procesos de

recoleccion y secado.

- Droga fresca: Droga vegetal recién colectada. (20)

1.5.1 PROCESAMIENTO DE DROGAS VEGETALES

La droga vegetal se procesa con la finalidad de viabilizar su uso farmacéutico en la
elaboracion de fitofarmacos o su empleo clinico directo. Los métodos se seleccionan de
acuerdo a la naturaleza y la estabilidad de las sustancias quimicas que contienen el

vegetal.

El procedimiento se da de la siguiente manera:

1. Secado: En esta fase se elimina suficiente cantidad de humedad como para

conservar la calidad de la droga; éste puede realizarse a la sombra, al sol o en estufa.

2. Fragmentacion: Posibilita la obtencion de una forma mas conveniente de la droga
para los posteriores procesos. La fragmentacion comprende diversas operaciones
mecanicas, entre ellas: trituracion, contusion, raspado, ralladura, corte, molienda,

pulverizacion, etc.

3. Homogenizacion: Se logra mediante el tamizado o clasificacion de particulas por su

tamafo.
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4. Separacion de los principios solubles: Se realiza con el objetivo de obtener los

extractos que permitan conservar los componentes Utiles de la droga de forma

concentrada, uniforme y permanente.

Almacenamiento y conservacion: Permite preservar a los mismos de la luz y la
humedad, para ellos se conserva en recipientes adecuados, de preferencia vidrio
ambar. (20)

1.5.2 METODOS DE EXTRACCION DE DROGAS VEGETALES

Los procesos de extraccion varian en funcion de la escala de produccidn, de la naturaleza

y calidad de la materia prima y de la naturaleza del solvente. Los procesos de extraccion

pueden ser:

Maceracion: El material crudo previamente triturado se pone en contacto duradero
con cantidad suficiente de solvente, en un tanque cerrado a temperatura ambiente
durante 2-14 dias hasta el agotamiento de la droga vegetal. Puede utilizarse
agitacion. Posterior a este tiempo la mezcla es filtrada, el material insoluble es

lavado con el mismo solvente y los filtrados se mezclan para concentrar el extracto.

Decoccion: La droga vegetal se cuece junto con el disolvente, generalmente agua,

bajo los efectos directos del calor.

Digestion: Es una maceracion a temperaturas medias. La droga vegetal se pone en
contacto con el disolvente a una temperatura de 55°C, de manera tal que se producen
rupturas de las estructuras anatomicas de la planta permitiendo la obtencion de los
principios activos sin desnaturalizar los mismos. Util para la obtencién a partir de
drogas resinosas o para la preparacion de aceites medicamentosos con excipientes

grasos.


http://www.monografias.com/trabajos15/medio-ambiente-venezuela/medio-ambiente-venezuela.shtml
http://www.monografias.com/trabajos901/evolucion-historica-concepciones-tiempo/evolucion-historica-concepciones-tiempo.shtml
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- Infusion: La droga vegetal se afade al disolvente, generalmente agua, a la

temperatura de ebullicion pero retirado de los efectos directos del calor.

- Percolacion o lixiviacion: El material crudo previamente triturado se pone en
contacto con cantidad suficiente de solvente de forma tal que el solvente cubra la
capa de solido en el tanque percolador. El solvente se renueva de modo continuo
manteniéndose un gradiente de concentracion, el disolvente puro desplaza al que
contiene la sustancia extraida sin ser necesario aplicar presion. La droga residual es
prensada y el fluido obtenido es combinado con el percolado para concentrar el

extracto.

- Repercolacion: Es una percolacion en la que el extracto obtenido de un percolador

sirve como menstruo del siguiente percolador y asi sucesivamente.(21)(20)

1.6 EXTRACTOS VEGETALES

Se define como extracto vegetal el producto liquido obtenido a partir de plantas o
parte de ellas. Los extractos de plantas medicinales se utilizan por el hombre desde la
antigiiedad para la cura de maultiples dolencias. Se obtienen mediante la separacion de
porciones biolégicamente activas presentes en los tejidos de plantas, con el uso de un
solvente (alcohol, agua, mezcla de estos u otro solvente selectivo) y un proceso de
extraccion adecuado. (27) (43)

1.6.1 TIPOS

Los extractos se clasifican de acuerdo a su consistencia y al método de obtencion en los

siguientes:

A. Extractos fluidos: Preparaciones liquidas en la que se utiliza como disolvente el
alcohol. Se obtienen por agotamiento de la droga en 2 lixiviaciones sucesivas, y

concentrando la segunda fraccién que se afiade a la primera, de modo que el peso del
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producto final corresponda exactamente al peso de droga seca de partida; es decir,

que la relacion droga/extracto sea 1:1.

. Extractos blandos: Son semi-solidos, de consistencia semejante a la miel. En

general en desuso.

. Extractos firmes: De contenido de agua del 30%. Muy viscosos y no vertibles.

Dificiles de conservar. Muy poco usados.

. Extractos secos: Son sélidos, polvos o granulados, con un contenido de agua entre
5-8%. De consistencia seca y facilmente pulverizable. Los principios activos estan
bien concentrados (1 g de extracto seco corresponde a 5 g de planta). Muy

hidroscopicos, lo cual dificulta su conservacion y manipulacion.

. Extractos nebulizados: Se obtienen atomizando la solucion extractiva en presencia
de una corriente de aire a alta temperatura, lo cual permite una rapida evaporacion

del disolvente y una menor exposicion al calor de los principios activos.

Extractos glicdlicos: Se utiliza como disolvente el propilenglicol para su obtencion.

Muy utiles para la elaboracion de formas tdpicas en gel o crema.

. Extractos hidroalcohdlicos glicerinados: Obtenidos por extraccion triple en

alcohol, agua y glicoles.
. Extractos hidroglicerinados: Obtenidos con agua y glicol.
Extractos aceitosos: Preparados oleosos y emulsificables en un excipiente adecuado

para su administracion, se obtienen por digestion de la planta en aceite de tornasol y

posterior turboextraccion. (4) (20)
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1.7 TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico o “screening” fitoquimico permite determinar cualitativamente
los principales grupos de constituyentes quimicos presentes en una planta, como:

alcaloides, heterdsidos, saponinas, flavonoides, taninos, etc.

Consiste en la determinacién de compuestos quimicos presentes, con la aplicacion de
pruebas preliminares sencilla, rapidas, que se evidencian con la formacion de
precipitados, coloraciones u otros. Estas reacciones son selectivas para cada grupo de

compuestos estudiados y detectan la minima cantidad posible.

Existen diversos métodos de tamizaje fitoquimico, cada uno con una especificidad
diferente. La cantidad de material vegetal necesario para hacer las pruebas varia de 59 a
200g. (11)(12)(21)

1.7.1 PRUEBAS CUALITATIVAS

A. Ensayo de Sudan Il1: Permite reconocer compuestos grasos, la prueba se considera
positiva si aparecen gotas o0 una pelicula coloreada de rojo en el seno del liquido o en

las paredes del tubo de ensayos, respectivamente.

B. Ensayo de Dragendorff, Mayer y Wagner: Permiten identificar alcaloides, para
ello al extracto se afiade 1 gota de &cido clorhidrico concentrado, obteniéndose una
solucion acida. Si al afiadir 2 0 3 gotas de la solucidn reactiva de Dragendorff, Mayer
0 Wagner respectivamente, se observa opalescencia, turbidez definida, precipitado
Coposo, entonces se considera positiva la presencia de este tipo de metabolito. En el
caso de alcaloides cuaternarios y/o aminoacidos libres, estos sélo se encontraran en
el extracto acuoso y para considerar su presencia debe observarse la aparicion de
turbidez definida o precipitado coposo en todos los casos, ya que la aparicion de
opalescencia puede dar un resultado falso, pues puede provenir de una extraccién

incompleta de bases primarias, secundarias o terciarias.
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. Ensayo de Baljet: Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con
agrupamiento lactonico, en particular coumarinas, aungue otros compuestos
lactonicos pueden dar también positivo este ensayo. En estas condiciones se
considera la presencia de esta familia de compuestos por la aparicion de una
coloracién y un precipitado.

. Ensayo de Borntrager. Para la identificacion de quinonas. Si la fase acuosa alcalina

se colorea de rosado a rojo, el ensayo se considera positivo.

Ensayo de Liebermann — Burchard. Determina la presencia de triterpenos y/o
esteroides, debido a que ambos tipos de productos poseen un nucleo de androstano,
generalmente insaturado en el anillo B y la posicion 5-6. Para ello redisolver el
extracto en 1mL de cloroformo y se afiade 1mL de anhidrido acético, mezclar bien.
Por la pared el tubo dejar resbalar 2-3 gotas de éacido sulfarico concentrado. El

ensayo positivo presenta los siguientes cambios de color:

Rosado-azul muy rapido
Verde intenso-visible aunque rapido

Verde oscuro-negro final de la reaccion.

Ensayo de Ninhidrina: La presencia de aminoacidos libres o de aminas en general
se realiza a través de este ensayo. Se considera positivo cuando se desarrolla un color

violaceo.

. Ensayo de Shinoda: Permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto
vegetal. El ensayo se considera positivo cuando el alcohol amilico se colorea de

amarillo, naranja, carmelita o rojo, intensos en todos los casos.

. El ensayo de antocianidinas: Permite identificar en los extractos la existencia en
estas estructuras de secuencia C6-C3-C6 del grupo de los flavonoides. La aparicion

de un color rojo a marron en la fase amilica es indicativa de un ensayo positivo.
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I. La presencia de estructuras tipo polisacérido, que forma un coloide hidréfilo de alto
indice de masa, que aumenta la densidad del agua donde se extrae, denota la

presencia de mucilagos.

J. El ensayo de espuma: Permite reconocer la presencia de saponinas, tanto del tipo

esteroidal como triterpénicas.

K. Ensayo de Fehling: Para reconocer la presencia de azucares reductores. Se

considera positivo si la solucion se colorea de rojo o aparece un precipitado rojo.

L. Ensayo de resina permite identificarsete este tipo de compuestos y se considera

positivo cuando aparece un precipitado. (30)

1.8 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS PLANTAS

Las plantas aportan un sinnimero de compuestos quimicos con actividad antimicrobiana,
muchas veces comparable con otros antimicrobianos utilizados en clinica. La razon de
cdmo actian no es clara hasta el momento, pero existen teorias de que podrian ser
compuestos con diferentes funciones y que de forma accidental operan como

antimicrobianos, o que realmente tienen dicha actividad. (28)

1.8.1 GRUPOS FITOQUIMICOS CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Las plantas tienen una capacidad impresionante para sintetizar compuestos, la mayoria

relacionados con el fenol y sus derivados.

Los compuestos fitoquimicos antimicrobianos utiles pueden ser agrupados en varias

categorias, como las siguientes:

A. Fenoles y Polifenoles: Algunos ejemplos los constituyen: el &cido cafeico y el
cindmico con accién antimicrobiana, antiviral y antifungica. También se pueden

mencionar a los fenoles simples y acidos fendlicos, catecoles y eugenoles (estos
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ultimos considerados bacteriostaticos). Los lugares y el nimero de grupos hidroxilos
(OH) en el anillo parecen que estan relacionados directamente con la toxicidad frente
a los microorganismos, de manera que un aumento de hidroxilacion esta ligado a una
mayor toxicidad. Plantas productoras de compuestos de estas caracteristicas son el
tomillo, la manzanilla y la gayuba, cuyo principio activo, la arbutina, ha sido

utilizado a lo largo de los afios en el tratamiento de infecciones urinaria.

. Quinonas: Son anillos aromaticos con dos funciones ceto. Poseen una alta
reactividad, formando complejos con los aminodcidos inactivando la proteina y
anulando su funcion, debido a esto el rango de la actividad antimicrobiana de las

quinonas es amplio.

. Flavonas, flavonoides y flavonoles: Son estructuras que contienen un grupo
carbonilo, constituyen la familia mas amplia de fenoles naturales. Estos compuestos
son sintetizados por las plantas en respuesta a la infeccion antimicrobiana, y su
actividad sobre las bacterias probablemente se deba a su capacidad de generar
complejos con proteinas extracelulares y proteinas solubles y extracelulares y con las
células de pared bacteriana de forma similar a la de las quinonas. Los flavonoides
poseen actividad antiviral. Las catequinas, derivados de los flavonoides, ejercen
actividad sobre Vibrio cholerae O1, Streptococcus mutans y Shigella, y otros
microorganismos. Las catequinas tienen una actividad inactivadora sobre la toxina

de Vibrio cholerae e inhibe las glicosil transferasas en S. mutans.

. Taninos: Se cree que la actividad antimicrobiana de estos compuestos se debe a su
interaccion sobre las adhesinas, proteinas de la pared celular, y a su capacidad de
unirse a polisacaridos. Estas sustancias son compuestos fenolicos estables
hidrosolubles no nitrogenados, que pueden prevenir la expresién de las fimbrias P de
E. coli dentro de sus actividades antibacterianas, y ademas tienen actividades
antivirales, antiadherentes o antioxidantes. Se distribuyen principalmente en las
raices, la corteza, y de vez en cuando en las hojas de la planta. Estos compuestos
tienen propiedades antibacterianas, astringentes y antisépticas. Se encuentran

especialmente en las familias de las Ericaceas, Leguminosas, Rosaceas y Salicaceas.
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E. Cumarinas: Son compuestos derivados de la benzo-a-pirona, como la cumarina, la
esculetina, la umbeliferona y la escopoletina. Su mecanismo de accion
antimicrobiano al parecer se da mediante interaccion con el ADN -eucariota,

explicando asi también su accién antiviral.

F. Terpenoides y aceites esenciales: Son activos contra bacterias, virus, hongos y
protozoarios. Se ha reportado que los terpenoides actuan contra Listeria
monocytogenes. Se cree que esta actividad antimicrobiana se debe a una
perturbacion de la estructura de la membrana celular por su naturaleza lipofilica. La
capsaicina tiene actividad bactericida sobre Helicobacter pylori; aunque tiene un
poder muy irritante sobre la mucosa gastrica. El acido betulinico es un triterpenoide
que muestra actividad inhibitoria del virus VIH. El petalostemumol presenta una
actividad excelente contra Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus, aunque tiene
una menor actividad sobre bacterias Gram negativas y Candida albicans.

G. Alcaloides: Son compuestos nitrogenados heterociclicos. Los Glicoalcaloides de
especies de Solanum podrian ser Gtiles contra la infeccion por VIH y también contra
las infecciones intestinales relacionadas con el SIDA. La berberina es un alcaloide
representativo por su actividad potencialmente efectiva contra Tripanosoma Yy
Plasmodium. La quinina y quinidina son utilizados en el tratamiento de la malaria.
Se cree que su mecanismo de accion se debe a la intercalacion entre la pared celular

y el ADN del microorganismo.

H. Lectinas y Polipéptidos: Su mecanismo de accién principalmente se explica como
la formacién de canales idnicos en la membrana del microorganismo o la inhibicion
competitiva de la adhesion de proteinas a los receptores polisacaridos del
hospedero.(25)(28)(50)
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TABLA 1. GRUPOS QUIMICOS MAS IMPORTANTES CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA OBTENIDO

DE PLANTAS

GRUPO QUIMICO COMPUESTO ACTIVIDAD

Fenoles simples Timol Bacterias, hongos, virus
Acido antémico S. aureus, S. typhimurium
Petalostemulol Bacterias y hongos

Quinonas Hipericina VIH

Taninos Bacterias y virus

Cumarinas Virus

Flavonas Catequina Shigella, Vibrio, S. mutans,
Isoflavona Schistosoma

Alcaloides Coca Cocos Gram positivos
Piperina Hongos, Lactobacillus
Berberina Tripanosoma, Plasmodium

FUENTE: DOMINGO D., LOPEZ M.; Revista Esp Quimioterap; 2003

1.9 DETERMINACION DE ACTIVIDAD
PRODUCTOS VEGETALES

ANTIMICROBIANA DE

Los métodos para evaluar la actividad antibacteriana estan clasificados, en tres grupos

principales: Métodos de difusion, métodos de dilucion y bioautografia, un cuarto método

es el andlisis conductimétrico, el cual detecta el crecimiento microbiano como un cambio

en la conductividad eléctrica o impedancia del medio de cultivo.

En general se propone usar los métodos de difusion (en papel o en pozo) para estudiar

compuestos polares, y los métodos de dilucion para sustancias polares y no polares.

Los medios de cultivo mas utilizados en dichas técnicas son el agar Mueller Hinton y

agar tripticasa soya, ya que sus componentes facilitan el crecimiento de diferentes cepas

bacterianas y mayor difusion de las muestras. Algunos investigadores utilizan el agar

nutritivo. (31)
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A. Método de dilucion:

Este método se basa en la determinacion del crecimiento del microorganismo en
presencia de concentraciones crecientes del antimicrobiano, que se encuentra diluido

en el medio de cultivo (caldo o agar).

Tradicionalmente este método se ha venido usando para la determinacion de la CMI
y la concentracion minima bactericida (CMB) de los antimicrobianos. En la mayoria
de los casos se preparan diluciones del antimicrobiano en progresion geométrica en
base 2 utilizando un medio de cultivo adecuado; posteriormente se inocula dicho
medio y tras la correspondiente incubacion para permitir el crecimiento del
microorganismo se realiza la lectura, determinando qué concentracién causa la
inhibicion del crecimiento del microorganismo. Si se realiza un subcultivo en medio
sin antimicrobiano de los medios sembrados previamente puede determinarse

también la actividad bactericida. (53)

B. Método de difusion en placa:

Se basa en la difusion radial de una solucién de extracto o de antibiotico desde un
reservorio a través de una capa de agar que ha sido inoculada con un
microorganismo sensible al antibidtico. Se confrontan diferentes medidas de la
sustancia a ensayar en placas con medios de cultivo sélido inoculado con
microorganismos adecuados. Las placas se incuban para permitir el desarrollo del
microorganismo. Durante la incubacion, el antibiotico difunde desde su reservorio
(que puede ser un disco de papel filtro, un pozo excavado en el mismo medio de
cultivo con inoculo bacteriano, o pequefios cilindros colocados en la superficie del
medio) mientras la poblacién microbiana aumenta por division celular. La respuesta
obtenida es una zona clara o halo de inhibicion del crecimiento bacteriano en torno a
los reservorios El limite de la zona de inhibicion se forma cuando se alcanza la
concentracion critica del antibidtico, es decir, la minima concentracion que inhibe el

crecimiento de la poblacion microbiana presente.
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Los halos de inhibicion se miden con la mayor precision posible: se utiliza regla,
vernier ¢ un sistema de ampliacion de imagen y proyeccion sobre una pantalla. La
base cuantitativa del ensayo es la relacion entre el didmetro de la zona de inhibicién
y la concentracion del antibiotico. La determinacion de sensibilidad por difusion en
agar es habitualmente suficiente; sin embargo, en ciertas situaciones se recomienda

la determinacion del MIC por métodos turbidimétricos

El gradiente de concentracion es inversamente proporcional a la distancia de la
fuente y depende del volumen de la sustancia en ella, y el crecimiento de
microorganismos depende de la poblacidn inicial y de la velocidad de crecimiento.
(25)

. Bioautografia

Este ensayo puede representar una herramienta Util para la purificacion de sustancias
antibacterianas, o como una técnica de tamizaje fitoquimico preliminar, o un
fraccionamiento bioguiado, realizando el ensayo a través de cromatogramas, que
permitan la localizacion de los compuestos activos, incluso en matrices complejas
como los derivados de productos naturales. Se puede definir como una variacion de
los métodos de difusion en agar, donde el analito es absorbido dentro de una placa de
cromatografia delgada TLC. EI método consiste en colocar las muestras a evaluar en
placas de TLC, seleccionar la fase movil que de mejor separacién, posteriormente
esta placa es llevada y colocada en forma invertida sobre una caja de petri
previamente inoculada con el microorganismo a evaluar , se deja de 8 a 12 horas en
la nevera para facilitar la difusion de los extractos en el medio, luego se retira la
placa y se lleva la caja a incubacion segun los requerimientos del microorganismo;
luego se observa el halo de inhibicion donde estd el compuesto activo. Para

visualizar mejor los resultados se puede utilizar alguna sal de tetrazolium.

Es importante tener en cuenta que solventes acidos o demasiado alcalinos pueden
permanecer en las placas de TLC, despues del secado, inhibiendo el crecimiento
bacteriano. (31)
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1.9.1 Meétodo de Mitscher para la determinacion de la actividad antimicrobiana

DIA1

A. Preparacion de las muestras para el ensayo.

Extractos Crudos.

Se pesa con precisién 10 a 20mg de extracto crudo, se disuelve en una cantidad
apropiada de DMSO (ej. Para 20mg se usa 0.2mL). Para propdsitos practicos no es
necesario preparar 20mg pues se dificulta pipetear 100pL.

Una porcién de esta disolucion 10000ug/100uL se pipetea 100uL en una caja Petri
marcada. Todo este proceso se lo realiza asépticamente. Dejar las cajas a

temperatura ambiente, o refrigeradas de ser necesario.

Cuando los extractos muestran actividad a este nivel, se lleva a cabo un nuevo
experimento. Para este ensayo deben pesarse 20-30mg de extracto y se disuelve en
un volumen apropiado de DMSO. Se pipetea 100uL de esta dilucién en una caja
Petri; el remanente de esta disolucion (0.1mL) se diluye en DMSO, y se da origen a

una segunda dilucion 1000/100pL, de la cual se pipetea 100uL en otra caja Petri.

Compuestos puros.

Se pesan 2.0mg muestra pura, se disuelven en 0.2mL DMSO. Se afiade una porcién
de 0.1mL de esta disolucién a una caja Petri Marcada. (Cada caja contendra 1000ug
de muestra). La porcion remanente de esta disolucion se diluye con un volumen
igual de DMSO (generalmente 0.1mL + 0.1mL= 0.2mL). Una porcion de 0.1mL
(100uL) de esta disolucion se afiade a una caja Petri vacia y marcada. Esta caja
contendrd 500ug de muestra. La porcion restante de la solucion antes preparada se
diluye con un volumen igual de DMSO. Una porcién de esta disolucion se afiade a

una caja Petri. Esta caja contendra 250p1g de muestra.
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De la misma manera se preparan cajas que contendran 125, 62.5, 31.25 y 15.6ug de

muestra continuandose las diluciones hasta que no haya inhibicion.

Preparacion stock de sulfato de estreptomicina.

Como patron, se pesan cuidadosamente 100mg de sulfato de estreptomicina, se
disuelven en 10mL de agua destilada estéril.

Esta disolucion contiene 1000ug/100uL (1mg/0.1mL). Una porcion de esta
disolucion se afiade asépticamente a una caja Petri marcada. Una porcion ,200uL; de
la misma disolucién stock se pipetea bajo condiciones estériles en un vial que
contiene 200uL de agua destilada estéril (concentracién resultante 500ug/mL), se
transfieren 200uL de esta dilucion a otro vial que contiene 200uL de agua estéril
(concentracion resultante 250ug/mL). Las diluciones se contintan hasta conseguir
una de 15,625ug/L; de cada vial se toma 100uL y se adiciona en una caja Petri

individualmente.

. Preparacion de los medios.

Trypticase Soy Agar (TSA)

Se disuelven 40g de TSA en un litro agua destilada. Calentar hasta que la solucion
esté clara. Transferir a tubos con tapa (10mL/tubo) y a erlenmeyer, esterilizar en
autoclave por 15minutos a 121°C.

Tryptic Soy Broth (TSB)

Disolver 30g TSB en un litro agua destilada. Disolver completamente. Calentar hasta
que la solucion esté clara. Transferir 10mL de TSB con una jeringuilla a los

erlenmeyer individuales de 25mL. Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.

Nota: Se puede emplear el medio Mueller-Hinton a cambio de los medios anteriores.
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Preparacion de la disolucién salina.

Se prepara disolucion salina al 0.9%. Se esteriliza en autoclave a 121°C por 15

minutos. Tapar adecuadamente y conservar a temperatura ambiente.

Preparacion de las suspensiones de microorganismos.

Se inoculan 10mL de TSB, con una o dos asadas de los microorganismos. Estas

suspensiones de microorganismos en TSB, se incuban a 37°C por 24 horas.

Preparacion de las cajas.

Después de que se esteriliza, el agar se deja enfriar aproximadamente a 55°C.
Asépticamente, se afiaden 10mL de agar a cada caja Petri. Luego se agita
suavemente la muestra para homogenizar lo mas posible. Una vez solidificados los

medios se dan vuelta las cajas y conservan a temperatura ambiente toda la noche.
Preparacion de los tubos inclinados de los microorganismos. (Slants)
Después de la preparacion del TSA, se llenan 21 tubos con 10mL de agar. Se

esterilizan en autoclave 121°C por 15 minutos. Los tubos se inclinan sobre algun

soporte hasta que se solidifiquen.

DIA 2.

A. Preparacion de las suspensiones de los microorganismos.

Todos los erlenmeyers con los microorganismos para el ensayo deben estar
visiblemente turbios. A continuacidn se realizan suspensiones en 10mL de solucién

salina de la siguiente forma:

1. Staphylococcus aureus ATCC 6538 100pL susp/ 10mL sol. Salina
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Escherichia coli ATCC 9637 100pLsusp/ 10mL sol. Salina
Salmonella gallinarum ATCC 9184 100pL susp/ 10mL sol. Salina
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 100pL susp/ 10mL sol. Salina
Candida albicans ATCC 10231 AmL susp/ 10mL sol. Salina

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 100uL susp/ 10mL sol. Salina

. Rayado de microorganismos

En la superficie de las cajas Petri preparadas el Dia 1, las mismas que deben estar sin
contaminacion visible, se marca con una linea que representa al microorganismo #1

que posteriormente sera rayado.

Con un asa de Henle esteéril para cada aplicacién, se toma cada microorganismo en
su turno. El asa con el microorganismo es entonces rayado en un patrén radial de
cada caja Petri, siguiendo la plantilla. Agitar las suspensiones de microorganismo

para evitar sedimentacion.

El rayado es mas seguro si se lleva a cabo desde la region cercana al limite de la caja
hacia el punto cerca de la zona clara del centro de la caja. El trazado no debe llegar
exactamente al centro de la caja pues hay peligro de contaminacion cruzada por
pasar sobre una linea de microorganismos previamente rayada. Una vez sembradas
en todas las cajas, incubarlas a 37°C por 48 horas boca abajo, para evitar que las
gotas de agua condensadas puedan caer sobre los microorganismos y dispersen su

crecimiento.

Se prepara y marca una caja Petri con TSA puro y estéril, luego se realiza el ensayo
con el resto de las cajas. Esta caja se prepara con el fin de determinar si el rayado de

los microorganismos ha sido realizado correctamente. Este es el control negativo.
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Cada ensayo debe tener un control positivo (series de sulfato de estreptomicina). Las
cajas de control deben tener la apariencia esperada (crecimiento en todas las lineas
en la caja de control negativo y la potencia apropiada en las cepas de control positivo
de sulfato de estreptomicina), de no ser asi el experimento ha fallado y debe ser
repetido.

C. Inoculacion de los tubos inclinados.

Para la inoculacion se necesitan cultivos frescos de microorganismos. Con un asa de
inoculacidn estéril se transfiere una asada de microorganismos a cada tubo inclinado.
Cada microorganismo se aplica en tres tubos diferentes. La asada de inoculacién se
lo realiza por la superficie del agar, en forma de zigzag, para incrementar el area de

crecimiento de los microorganismos, comenzando desde el fondo hacia arriba.

Los tubos se marcan con cuidado y se incuban a 37°C por 24 horas.

DIA3y 4.
Se sacan las cajas de la incubadora y se examinan al dia 3. Si todos los cultivos crecieron,

el examen es véalido. Si alguno no crecid se debe reincubar y leer al dia 4.

Hay actividad antibidtica cuando no hay crecimiento visible en las cajas rayadas. La
concentracion inhibitoria minima (CMI) es la menor concentracion de las diluciones en

la cual no hay crecimiento del microorganismo.

Si el microorganismo es morfolégicamente alterado, o si no crece bien, la caja puede ser

reportada como P (actividad parcial)

La presencia de pocas colonias en una raya es sefial de resistencia.

La presencia de pocas colonias aisladas en la caja, lejos de las lineas rayadas, es sefial de

contaminacion y se pueden generalmente ignorar. (7)(34(35)
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1.10 DESCRIPCION DE LAS BACTERIAS EN ESTUDIO

1.10.1 Staphylococcus aureus ATCC 6538

Staphylococcus aureus se destaca como un importante patdogeno humano, produce
infecciones tanto en la comunidad como a nivel hospitalario. En la comunidad, las
infecciones por S. aureus son a menudo agudas, piogenicas y superficiales, aunque
también puede producir, con menor frecuencia, infecciones profundas como
osteomielitis, neumonia y endocarditis aguda. A nivel nosocomial S. aureus es un
importante agente de infecciones de herida quirdrgica, de protesis y otras. Es causa de
una serie de infecciones producidas por toxinas como el sindrome del shock téxico, la

intoxicacion alimentaria y el sindrome de piel escaldada (49)

1.10.1.1 Taxonomia

TABLA N°2. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Staphylococcus aureus

Categoria Taxonémica Clasificacion Cientifica
Dominio Bacteria

Reino Prokaryotae

Divisién Firmicutes

Clase Bacilis

Orden Bacillales

Familia Micrococcaceae

Género Staphylococcus

Especie aureus

FUENTE: Jawetz, Melnick y Adelberg. 2002

1.10.1.2 Morfologia

Cocos Gram positivos que poseen tendencia a agruparse en racimos, pero también

pueden observarse aislados, en parejas, en cadenas cortas o en tétradas. Tienen una forma
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esférica y un didmetro de alrededor de 0,5 a 1 micra, inmoviles, normalmente

acapsulados, no forman esporas. (3) (49)

1.10.1.3 Crecimiento

Los estafilococos crecen eficazmente patdgenas bajo condiciones aerdbicas en la mayoria
de los medios bacteriologicos usuales de extracto de carne y peptona, pero lo hacen de
manera mas profusa en agar sangre que se usa por lo comun para aislar formas. Estos
crecen rapidamente a 37°C, pero tienden a formar pigmentos mejor a temperatura
ambiente (20°C). Las colonias en medio solido son redondeadas, uniformes,
sobresalientes 'y resplandecientes. Pueden formar varios tipos de pigmentos:

Staphylococcus aureus presenta un color amarillo oro intenso. (5)

1.10.1.4 Patogenia

S. aureus es un patégeno pidgeno conocido por su capacidad de formar abscesos en los
focos de infeccidn tanto locales como metastasicos. Esta respuesta patoldgica clasica a S.
aureus define el marco dentro del que evolucionara la infeccion. Las bacterias de este
tipo desencadenan una reaccion inflamatoria que se caracteriza al principio por una
respuesta intensa de leucocitos polimorfonucleares (PMN) y una infiltracion ulterior de
macrofagos y fibroblastos. Si la respuesta celular del hospedador (incluido el depoésito de
fibrina y coladgena) no frena la infeccion, ésta se propaga a los tejidos vecinos o al

torrente circulatorio.

Generalmente la adquisicién puede ser exdgena o enddgena. La transmision exdgena
puede llevarse a cabo a través de la contaminacion de tejido traumatizado (heridas o
guemaduras); a través de la introduccion al tejido de material médico contaminado y la

ingestion de alimentos o leche contaminados.

Por otro lado infeccion endogena se trata de la entrada de microorganismos desde la piel,
a través de fracturas, heridas o cuerpos extrafios desde un lugar en donde el

microorganismo es comensal. La infeccion se ve favorecida en cualquier caso, si el
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paciente es inmunodeprimido, tiene diabetes, malnutricion o cursa una terapia antibidtica

de amplio espectro. (14) (17)

1.10.1.5 Caracteristicas bioquimicas

- Agar sales y manitol positivo (color amarillo).
- Prueba de coagulasa positivo.
- Sensisbilidad a vancomicina positivo.

- Pigmentacion amarilla en agar.

- DNAasa positiva.
- Catalasa positiva
- Fosfatasa positiva
- Reduccién Nitrito a Nitrato positivo (3)

1.10.1.6  Caracteristicas generales de cultivo de S. aureus

En medios no selectivos, S. aureus presenta colonias de 1 a 3mm de diametro, lisas,
levemente elevadas, de bordes enteros, levemente convexas y generalmente pigmentadas
con un color que puede ir desde blanco cremoso hasta al amarillo. La produccién de
pigmento se ve favorecida si se incuban los cultivos por 24 a 48 horas adicionales a
temperatura ambiente. Cuando crecen en agar sangre ovina se puede observar una zona

de B-hemolisis alrededor de las colonias. (49)

1.10.2 Escherichia coli ATCC 9637

Es una bacteria comun que vive en los intestinos de animales y humanos. Existen muchas
cepas de E. coli, inofensivas en su mayoria, aunque E. coli 0157: H7 produce una potente
toxina (Shiga) que puede ocasionar enfermedades graves como el Sindrome Urémico

Hemolitico, que puede acabar en fallo renal. (45)
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1.10.2.1 Taxonomia

TABLA N°3. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Escherichia coli

Categoria Taxondmica Clasificacion Cientifica

Dominio Bacteria

Reino Procariota

Filo Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobactetiales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia

Especie coli

FUENTE: http://blog.ciencias-medicas.com/archives/1373

1.10.2.2 Morfologia

Bacterias Gram-negativas, bacilos de 1 a 3um por 0,5um, sus formas varian desde cocos
a pequerios bastoncillos, que se presentan solos, en pares, en cortas cadenas o agrupados;
moviles por flagelos peritricos aunque existen variantes moviles no flageladas. No

forman esporas. (45)

1.10.2.3 Crecimiento

La temperatura Optima de crecimiento es de hasta 42°C. De acuerdo con sus
requerimientos de oxigeno son aerdbicas o anaerdbicas facultativas. Los requerimientos
de nutrientes en el metabolismo no son altamente exigentes y crecen de manera muy
similar, cualquiera de sus especies, en la mayoria de los medios que se utilizan. (15)

1.10.2.4 Patogenia

E. coli es la especie bacteriana mas cominmente recuperada en los laboratorios clinicos y

ha sido incriminada en enfermedades infecciosas que involucran virtualmente todos los
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tejidos humanos y sistemas de 6rganos. E. coli es uno de los organismos comunes

involucrados en sepsis Gram negativa y shock inducido por endotoxinas. Las infecciones

del tracto urinario y de las heridas, la neumonia en pacientes hospitalizados

inmunosuprimidos y las meningitis en los neonatos son otras formas comunes de

infeccion causada por E. coli.

La Escherichia coli puede causar infecciones intestinales y extraintestinales graves, tales

como: infecciones del aparato excretor, cistitis, meningitis, peritonitis, mastitis,

septicemia y neumonia Gram-negativa.

Las infecciones intestinales estan limitadas a las producidas por las seis clases de E. coli

que en la actualidad se consideran como patdgenas entéricas.

TABLA N°4. MECANISMOS PATOGENICOS DE LOS TIPOS DE E. coli

TIPO DE E. coli

EPIDEMIOLOGIA

MECANISMO PATOGENICO

Enterohemorragica

Colitis hemorragica y sindrome
urémico hemolitico en todas las
edades y sindrome postdiarreico

en los adultos.

Adherencia y borramiento.

Produccién de citotoxinas

Enteropatogénica

Diarrea aguda o0 cronica,
endémica o epidémica en los

lactantes

Adherencia y borramiento

Enteroinvasivas

Diarrea con fiebre a todas las

edades

Adherencia, invasion de las mucosas

e inflamacién

Entorotoxigénica

Diarreas de los lactantes en los
paises  subdesarrollados vy
diarreas de los viajeros a todas

las edades

Adherencia y produccién de

endotoxinas

Enteroagregativa

Diarrea aguda o cronica en los

lactantes

Adherencia, dafio de la mucosa

Fuente: http://blog.ciencias-medicas.com/archives/1373


http://es.wikipedia.org/wiki/Aparato_excretor
http://es.wikipedia.org/wiki/Cistitis
http://es.wikipedia.org/wiki/Meningitis
http://es.wikipedia.org/wiki/Peritonitis
http://es.wikipedia.org/wiki/Mastitis
http://es.wikipedia.org/wiki/Septicemia
http://es.wikipedia.org/wiki/Neumon%C3%ADa
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1.10.2.5 Caracteristicas bioquimicas

- Glucosa

- Gas/glucosa

- Lactosa

- SH2

- Citrato

- Fenilanina desaminasa
- Indol

- Lisina descarboxilasa
- Manitol

- Ureasa

Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo

Negativo(2)

1.10.2.6  Caracteristicas generales de cultivo

En los medios sélidos se observan colonias relativamente grandes, de color grisaceo, en

agar sangre se presentan colonias de aspecto grande con un brillo metalico de color

verdoso, con olor caracteristico y fuerte, de aspecto humedo y de bordes definidos. (15)

1.10.3 Salmonella gallinarum ATCC 9184

1.10.3.1 Taxonomia

TABLA N°5. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Salmonella gallinarum

Categoria Taxondémica Clasificacion Cientifica
Familia Enterobacteriaceae
Género Salmonella

Especie gallinarum

FUENTE: http://blog.ciencias-medicas.com/archives/1373
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1.10.3.2 Morfologia

Bacilos, generalmente moviles por flagelos peritricos, puede haber mutaciones no
moviles. De forma bacilar de 1 a 3um por 0,6pum; se presentan solos o en pares, no
forman esporas ni capsulas. (19)

1.10.3.3 Patogenia

Salmonella gallinarum, puede ser transportada por cualquier animal, ave doméstica o
algunos vertebrados de sangre caliente y sangre fria. Muchos de los brotes que se dan en
los humanos provienen de reservorios de tortugas caseras, polluelos, patos, gallinas,

ganado Yy otros animales domésticos. (19)

1.10.3.4 Caracteristicas bioquimicas

Glucosa Positivo
Gas/glucosa Positivo
Lactosa Negativo
SH2 Positivo
Citrato Positivo
Fenilanina desaminasa Negativo
Indol Negativo
Lisina descarboxilasa Positivo
Manitol Positivo
Movilidad Positivo
Ureasa Negativo (2)



-34 -

1.10.4 Klebsiella pneumoniae ATCC 10031

1.10.4.1 Taxonomia

TABLA N°6. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Klebsiella pneumoniae

Categoria taxonémica Clasificacion cientifica
Orden Eubacteriales

Familia Enterobacteriaceae
Género Klebsiella

Especie pneumoniae

FUENTE: PELZCAR, Michael. 1984

1.10.4.2 Morfologia

Son bacilos Gram negativos, no moviles, con capsula, de 0,3-1,5um por 0,6-6,0um,

dispuestos aislados, en parejas o en cadenas cortas. (19)

1.10.4.3 Crecimiento

Crecen en medios con extracto de carne produciendo colonias en forma de capsula,
colonias deslizantes, de diverso grado de pegajosidad. No tienen especiales
requerimientos para crecer y la mayoria de las cepas pueden utilizar glucosa y citrato
como Unicas fuentes de carbono, y amoniaco como Unica fuente de nitrégeno. La

temperatura 6ptima para el crecimiento es de 35-37°C. (19)

1.10.4.4 Patogenia

Es el agente etioldgico de un 3% de las neumonias de origen bacteriano. Es causa comun
de la neumonia lobar adquirida en la comunidad, particularmente frecuente en individuos
alcohdlicos, diabéticos y en pacientes con EPOC, responsable también de cuadros como

bronconeumonia y bronquitis.
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1.10.4.5 Caracteristicas bioquimicas

- Glucosa Positivo
- Gas/glucosa Positivo
- Lactosa Positivo
- SH2 Negativo
- Citrato Positivo
- Fenilanina desaminasa Negativo
- Indol Negativo
- Lisina descarboxilasa Positivo
- Manitol Positivo
- Movilidad Negativo
- Ureasa Positivo (2)

1.10.5 Candida albicans ATCC 10231

1.10.5.1 Taxonomia

TABLA N°7. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Candida albicans

Categoria taxonémica Clasificacion cientifica

Reino Hongo

Division Deuteromycota
Clase Blastomycetes
Familia Cryptococcaceae
Género Candida
Especie albicans

FUENTE: Jawetz, Melnick y Adelberg. 2002
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1.10.5.2 Morfologia

Hongo dimorfo que forma largas seudohifas, hifas y blastoconidios (células gemantes
subesféricas de 3-8 x 2-7 um). Asimilan y fermentan azicares. Numerosas clamidosporas
unicelulares, redondas u ovaladas, con gruesa pared refringente (8-16 um de diametro),

situadas al final de las hifas, seudohifas o laterales sobre blastoconidios ovalados.

Colonias de crecimiento rapido, circulares, lisas, blancas o cremosas, pastosas y blandas,

de bordes precisos, centro ligeramente prominente, con olor a levadura. (42)

1.105.3 Crecimiento

Las especies de Candida crecen bien en medios de cultivo con agar, peptona, dextrosa,
maltosa o sacarosa. Las colonias muy pequefias aparecen en un lapso de 24 a 36 horas en
Agar Sabouraud y miden de 1,5 a 2 mm. de diametro después de 5 a 7 dias. Las colonias
son tipicamente blancas por completo, pero adquieren un color crema o requemado al

continuar envejeciendo.

Las colonias de Candida crecen “in vitro” en condiciones de aerobiosis en medios de
cultivo a pH con rango entre 2,5y 7,5 y temperatura que oscila entre 20°C y 38°C. El

crecimiento de colonias se puede detectar entre 48 y 72 horas después de la siembra.

La habilidad de las levaduras de crecer a 37°C es una caracteristica importante a ser
considerada en su identificacion a partir de muestras clinicas. Las levaduras mas
virulentas crecen rapidamente a temperaturas que oscilan entre 25°C y 37°C, mientras

que las poco virulentas dejan de crecer a 37°C. (18)
1.10.5.4 Patogenia
Candida albicans puede producir infecciones superficiales que afectan a piel, ufias y

mucosas. La piel himeda y las mucosas oral y vaginal son lugares donde la infeccion

candidiasica es frecuente. Sin embargo, las candidiasis mas graves se observan en
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personas inmunosuprimidas o con enfermedades subyacentes que predisponen a sufrir
esta infeccion. Durante el embarazo, la vejez o la infancia son frecuentes las candidiasis
superficiales y lo mismo sucede en personas portadoras de protesis dentales y en

diabéticos.

Candida albicans es la especie mas patdgena y su virulencia se debe a un conjunto de
atributos relacionados con su habilidad para evadir a los mecanismos de defensa del
hospedador, de resistir al tratamiento antifungico, o de lesionar las células y tejidos que
invade. Los factores de virulencia estan controlados por diferentes genes que se expresan
en un numero determinado y momento concreto y que determinan el fenotipo y

virulencia de cada aislamiento. (42)

1.10.5.5 Caracteristicas bioquimicas

- Maltosa Positivo
- Sacarosa Positivo
- Trehalosa Positivo
- Galactosa Positivo
- Celobiosa Negativo
- Xilosa Positivo
- Rafinosa Negativo
- Lactosa Negativo
- Dulcitol Negativo
- Melibiosa Negativo
- Ureasa Negativo (2)(10)

1.10.5.6  Caracteristicas generales de cultivo de Candida albicans

En Agar Sabouraud o en otros medios de cultivo similares, las colonias que crecen son
lisas, suaves, humedas y de color y aspecto cremoso. Estas colonias tienen un tamarfio que

oscila entre 1,5 y 2 mm. de didmetro, con aspecto de levadura, de consistencia blanda y
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rapidamente proyectan filamentos hasta la profundidad del agar. Después de 4-5 dias se
percibe un olor caracteristico de levadura. Otros medios de cultivo en los cuales puede
crecer C. albicans son: Pagano-Levin, en el cual las colonias se observan de color crema,
Albicans ID (Biomerieux), donde las colonias se observan de color azul y CHROMagar®
Candida (CHROMagar), observandose las colonias de esta especie de color verde. (18)

1.10.6 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Es la especie més importante y la que con mayor frecuencia produce infecciones en el
hombre (muchas de ellas graves). Méas de la mitad de los aislamientos clinicos producen
piocianina, un pigmento que confiere un color azul-verdoso al medio de cultivo. Tienen
un olor dulzén debido a la produccion de 2-aminocetofenona y en ocasiones las colonias
presentan un brillo metélico. Muestra una especial predileccién por los ambientes
hdimedos (equipos respiratorios, desinfectantes, las piscinas de fisioterapia.). La mayoria
de las infecciones que produce son hospitalarias, y en pacientes inmunodeprimidos o con
alteraciones de las barreras normales -piel y mucosas- (quemaduras / cirugia /

cateterismo / intubacion). (56)

1.10.6.1 Taxonomia

TABLA N°8. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Pseudomonas aeruginosa

Categoria taxonémica Clasificacion cientifica
Reino Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Gamma Proteobacteria
Orden Pseudomonadales
Familia Pseudomonadaceae
Género Pseudomonas

Especie aeruginosa

FUENTE: Jawetz, Melnick y Adelberg. 2002
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1.10.6.2 Morfologia

Células aisladas, rectas o curvadas, bacilares pero no helicoidales. Dimensiones de 0,5 a
1um por 1,5 a 4 um. moviles por flagelos polares, mondtricos o multriticos. No producen
vainas ni prostecas. No se conocen etapas de reposo. Gram negativos,

quimioorganotrofos y aerobios estrictos. (19)

1.10.6.3 Patogenia

Tiene como hébitat el agua. Produce enfermedad por sus propiedades invasivas y
toxigénicas, ya que puede producir una exotoxina termolabil. Es muy resistente a los
antibidticos. Presentan una gran susceptibilidad a las infecciones por este
microorganismo los lactantes y prematuros, pacientes quemados, y los que han sufrido
intervenciones quirdrgicas o diagndsticas. La P. aeruginosa causa infecciones de heridas
(donde origina un pus verde - azuloso de donde proviene su nombre comun bacilo
piocianico), meningitis, septicemia, infecciones urinarias, neumonia, otitis, conjuntivitis,

entre otras. (10)

1.10.6.4 Caracteristicas bioquimicas

TABLA N°9. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE P. aeruginosa

Piocianina Positivo

Pioverdina Positivo

Desarrollo o crecimiento a 42°C  Positivo

O-F glucosa Oxidativo o inerte
oxidasa Positivo
Movilidad Positivo
Arginina dehidrolasa Positivo
Hidrdlisis de la gelatina Positivo
Ureasa Variante

Reduccion de nitrato (NO3) Positivo



http://www.ecured.cu/index.php?title=Toxig%C3%A9nicas&action=edit&redlink=1
http://www.ecured.cu/index.php/Antibi%C3%B3ticos
http://www.ecured.cu/index.php/Meningitis
http://www.ecured.cu/index.php/Septicemia
http://www.ecured.cu/index.php/Neumon%C3%ADa
http://www.ecured.cu/index.php/Otitis
http://www.ecured.cu/index.php/Conjuntivitis
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Gluconato Positivo
Manitol Variante
Indol Negativo
Citrato Positivo
catalasa Positiva
Kanamicina Resistente
Carbenicilina Sensible

FUENTE: ELMER W. et. al. 2001

1.10.6.5 Caracteristicas generales de cultivo de P. aeruginosa

En caldo simple se desarrolla en exceso, forma una fuerte turbiedad, anillo y pelicula,
forma un denso agrado que parece polvo de tiza facilmente desintegrable, es
caracteristico un olor intenso debido a la trimetil-amina, el medio se torna de color

verdeazulado.

En agar simple, las colonias son grandes redondas, brillantes, de borde continuo u
ondulado, grisaceas con el centro opaco y periferia traslucida, pH 6.8 a 7.2, la colonia no
toma color por el pigmento elaborado, este se difunde al medio proporcionandole una

tonalidad verdosa fluorescente en los primeros dias, y posteriormente parda. (9)



CAPITULO I

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. LUGARY PRUEBAS DE ENSAYO

La presente investigacion se desarroll6 en:

- Laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo.

- Laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigacion y Desarrollo de la
Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.2. RECURSOS MATERIALES

2.2.1. MATERIAL VEGETAL

Frutos de Cepillo (Callistemon speciosus), que se recolectaron en la avenida de la

Facultad de Ciencias de la ESPOCH, la misma que se halla a una altura de 2754msnm.

Espino chivo (Duranta triacanta Juss), vegetal que se consiguio en el sector de la colina
de Lluishi del canton Guano, ubicada a 8Km de la ciudad de Riobamba a una altura de
2360msnm.

Tzinso (Tagetes minuta L.), recogido en la comunidad Tutupala, perteneciente a la
parroquia San Isidro del canton Guano, ubicada a 16Km de la ciudad de Riobamba y con

una altura de 2390msnm.
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2.2.2. MATERIAL BIOLOGICO

Para la determinacion de la actividad biologica se utilizé los siguientes microorganismos
tipificados por la ATCC:

Staphylococcus aureus ATCC 6538
Escherichia coli ATCC 9637
Salmonella gallinarum ATCC 9184
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
Candida albicans ATCC 10231
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

2.2.3. EQUIPOS

Molino manual
- Balanza (BOECO)
- Rotavapor (HEIDOLPH TYPE HEIZBAD HEI-VAP)

- Bomba de presién

- Refrigeradora (ECASA)

- Congelador (ECASA)

- Autoclave (PELTON Y CRANE)
- Vortex (LW Scientific)

- Ultrasonido (BRANSON)

- Bafio Maria (MLW)

- Estufa bacteriologica (FANEM)
- Estufa de secado MEMMERT

- Reverbero eléctrico (HACEB)

- Cémara digital

- Computadora
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2.2.4. MATERIALES DE LABORATORIO

- Frascos &mbar

- Probeta de 500mL

- Probeta de 100mL

- Embudos

- Algodon

- Pipetas de 10ml

- Pipetas de 5mL

- Pipetas de ImL

- Tubos de ensayo

- Gradillas

- Embudos de separacién con tapa
- Tripodes

- Balones de destilacion de 250mL
- Balones de destilacion de 100mL
- Céapsulas

- Desecador

- Guantes

- Mascarillas

- Gorros

- Zapatones

- Mecheros de alcohol

- Pipeta Graduada de 10uL

- Pipeta Graduada de 50uL

- Pipeta Graduada de 100pL

- Pipeta Graduada de 500uL

- Pipeta Graduada de 1000uL

- Puntas amarillas y azules

- TermOmetro
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- Aplicadores esteriles

- Erlenmeyers de 125mL

- Cajas petri descartables

- Asa de platino

- Tubos de ensayo 100x13 con tapa
- Tubos de ensayo 100x7.5
- Viales

- Cinta testigo

- Gasas

- Papel aluminio

- Parafilm

- Cinta adhesiva

- Fundas de tela

- Fundas plasticas (trasparentes, rojas y negras)

2.2.5. REACTIVOS

Agua destilada

- Alcohol potable

- Reactivos para el tamizaje fitoquimico
- Eter

- Cloroformo

- DMSO

- Cloruro de sodio al 0,85%

- Sulfato de estreptomicina

- Reactivo de urea al 20%

- Reactivo de Ehrlinch

2.2.6. MEDIOS DE CULTIVO

- Caldo Soya Triptica MERCK
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- Agar Base Sangre MERCK

- Agar Eosina Azul de Metileno MERCK
- Agar Sabouraud MERCK

- Agar Soya Triptica MERCK

- Agar Manitol MERCK

- Agar Mueller Hinton MERCK

- Agar Kligler MERCK

- Agar SIM MERCK

- Agar Christensen MERCK

- Agar citratato de Simmons MERCK

2.3. FACTORES DE ESTUDIO

Los factores de estudio de esta investigacion fueron:

- Elaboracién de los extractos etandlicos y subextractos etéreos y cloroférmicos de
Duranta triacanta Juss, Callistemon speciosus y Tagetes minuta.

- ldentificacién de los grupos fitoquimicos de los extractos etanolicos.

- Determinacién in vitro de la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos y sus
correspondientes subextractos, etéreos y cloroférmicos, sobre microorganismos
ATCC como: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella gallinarum,

Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa.

2.4, METODOLOGIA

2.4.1. RECOLECCION

Los frutos de Cepillo (Callistemon speciosus) fueron recolectadas en la avenida de la
Facultad de Ciencias de la ESPOCH, el 05 de junio de 2012, teniendo en cuenta de que
éstas debian tener el color caracteristico gris marrdn, ser globosas, poseer un tamafio

considerable, con diminutas semillas en su interior y estar buen estado.
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En el caso del Espino chivo (Duranta triacanta Juss), fue necesario dirigirse a la colina
Lluishi del cantén Guano, donde se recogio la planta en base al criterio de que debe estar
en flor (violetas), con frutos de ser posible maduros, hojas verdes y espinas de tamafio

normal. Esta recoleccion se la realizo el 06 de junio de 2012.

El Tzinso (Tagetes minuta L.) se obtuvo en los sembrios de maiz de la comunidad
Tutupala de la parroguia San Isidro del canton Guano, la misma que debia tener flores
blancas, hojas verdes, y todas las partes de la planta en perfectas condiciones. Este

vegetal fue recolectado el 06 de junio de 2012.

2.4.2. COMPROBACION TAXONOMICA E IDENTIFICACION BOTANICA

Se tomaron muestras de los vegetales estudiados, las mismas que incluyeron tallos con
ramas, hojas, flores, frutos y semillas, luego de prensar las mismas, fueron llevada al
herbario de la ESPOCH, dirigido por el Ing. Jorge Caranqui, quien certificd los

ejemplares.

2.4.3. PROCESAMIENTO DE MATERIA PRIMA: LIMPIEZA Y DESINFECCION
DEL MATERIAL VEGETAL

- Una vez recolectados los vegetales se procedio a separar las partes secas y a eliminar
el polvo que se hallaba en los mismos.

- Se sumergid, por separado, cada uno de los vegetales en un recipiente que contiene
agua con hipoclorito de sodio a 10ppm y dejandolo en esta solucion por 5 minutos.

- Culminado ese tiempo se los retiraron y lavaron con abundante agua hasta eliminar
todo el cloro que pudo haberse adherido a las plantas.

- Se coloco sobre papel para escurrir, y asi conseguir que se secaran completamente.

- Ya seco el material vegetal, se paso a la etapa de trituracion, en el caso del Espino
chivo y el Tzinso, se cortd muy finamente todas las partes de la planta con tijeras,
para el Cepillo primero se tostd las semillas para luego molerlas en un molino

manual.
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2.4.4. OBTENCION DEL EXTRACTO

Para la obtencion de los extractos etanolicos del Espino chivo (Duranta triacanta Juss) y
el Tzinso (Tagetes minuta L.) se utilizd toda la planta excepto la raiz, y en el caso del
Cepillo (Callistemon speciosus) uUnicamente las semillas; aplicando el siguiente

procedimiento.

24.4.1. Procedimiento

1. Se pesé la planta seca y triturada y se la colocd dentro de un recipiente ambar de
vidrio con tapa, seguidamente se humedecié el contenido con etanol al 96%,
empleando 3mL por cada 1g de material vegetal. Se agitd para conseguir que se

mezclaran correctamente; y se dejo macerar de 3-4 dias.

2. Al término de los 3-4 dias, utilizando un embudo y algodén para cubrir el orificio de
salida del mismo, se filtr6 todo el material liquido resultado de la maceracion,
recibiendo éste en un recipiente limpio, seco y oscuro; de esta manera se elimind las

impurezas que pudo contener el extracto.

3. El liquido filtrado se trasvasd a un balon esmerilado para iniciar el proceso de
concentracion en el rotavapor a una temperatura no mayor a 50°C y a 200rpm, hasta
la completa eliminacion del etanol.

4. Se recogi6 la porcién restante del baldn (extracto concentrado), y se envasé en un
recipiente limpio, seco y oscuro, dejandolo en refrigeracién por 24 horas para

conseguir la decantacion de las clorofilas.

5. Transcurridas las 24 horas, se procedié a separar las clorofilas filtrando con algodon,
recogiendo asi el extracto puro y libre de clorofilas. Se tap6 herméticamente y se

almaceno en refrigeracion a 4°C.
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2.45. OBTENCION DE LOS SUBEXTRACTOS CLOROFORMICOS Y ETEREOS

Dentro de esta investigacion también se incluye la determinacion de la actividad
antimicrobiana de los subextractos cloroférmicos y etéreos de cada una de las plantas

estudiadas, los mismos que se obtuvieron de la siguiente manera:

- Enun embudo de separacion con tapa se colocé 50mL de extracto y se afiadié otros
50 de éter. Se agitd suavemente y se dejo en reposo para su separacion en dos fases,
una etérea (superior) y otra etanolica (inferior).

- Se separd la porcion etérea en un balon esmerilado seco y pesado.

- A la porcidon etandlica se volvié a afiadir otros 50mL de éter repitiendo el
procedimiento ya detallado, hasta que la fase etérea ya no presentaba turbidez ni
coloracion.

- Deigual forma se realiz6 con el cloroformo, en el mismo embudo de separacion, a la
porcion etanolica restante se afiadio 50mL de cloroformo, se agitd despacio con giro
del embudo y se dejo reposar para su separacion en dos fases: una cloroférmica
(inferior) y una etandlica (superior).

- Se separaron las fases, colocando la cloroférmica en un balén esmerilado seco y
pesado.

- Se volvié a afiadir 50mL de cloroformo a la parte etandlica hasta su completa
extraccion.

- La fase etandlica, constituye el extracto etandlico final, el mismo que se lo coloco en
un recipiente oscuro y tapado herméticamente para su conservacion en refrigeracion.

- Se concentraron en rotavapor los subextractos, a una temperatura no mayor a 50°C,
hasta la completa eliminacion del éter y el cloroformo.

- Si los subextractos resultaban liquidos o semiliquidos, se los envasé en recipientes
adecuados para su conservacion, pero si éstos eran solidos se los mantenia en el
mismo baldn pero protegido de la luz y completamente cerrados.

- Se conserva en refrigeracion.
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2.46 METODOS GENERALES PARA EL ANALISIS DEL EXTRACTO

2.4.6.1 Determinacion de los requisitos organolépticos

A. Determinacion de olor

Se introdujo un extremo de una tira de papel filtro de 1x10cm en el extracto, se

percibid y determind el olor que éste poseia.

B. Determinacion del color

En un tubo de ensayo se coloc extracto hasta cubrir la base del mismo y se observé

el color.

C. Determinacion del aspecto

En un tubo de ensayo se coloc6 una alicuota de extracto y a contra luz se determind

el aspecto del mismo, su transparencia y la presencia de particulas o de fases.

2.4.6.2 Determinacion de los requisitos fisicos

A. Determinacién de la densidad relativa
Se peso el picndmetro vacio y seco, posterior se lo llend con la porcion de ensayo
hasta el nivel indicado y se tap0, con una tira de papel se extrajo el exceso y se seco
exteriormente el picnometro. Luego se pesé cuidadosamente el picnometro con la

porcién de ensayo.

En los resultados la densidad relativa se calculo con la siguiente formula:
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_ P2-P1
VP

Donde:

P1. peso del picndmetro vacio ()
P2: peso del picndmetro con muestra (g)

VP: volumen del picnémetro (mL)

Determinacién del indice de refraccién

Para ajustar el equipo, se coloco sobre el prisma de medicion una gota de agua
destilada, utilizando para ello una varilla de vidrio que no tenga cantos agudos, y se
selecciond la zona del espectro visible que aparece en la linea limite del campo
visual, moviendo el compensador cromatico y colocando la interseccion del reticulo

sobre la linea limite de los campos claro y oscuro.

Se colocd una gota de la muestra de ensayo sobre el prisma de medicidn, se cerrd el
termo prisma y se enfocé la luz por medio del espejo, de modo tal que la misma
incidié sobre la apertura de entrada del prisma de medicion, y se procedid igual que

con el agua.

. Determinacion del pH

Se ajustd el equipo con la solucién reguladora de pH adecuada al rango en que se
realizd la determinacion del valor del pH de la muestra. Se introdujo directamente

los detectores del pH-metro en la muestra y se realiza la lectura.
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2.4.6.3 Andlisis fisicogquimico cualitativo
A. Ensayo de la espuma
Este ensayo permite determinar la presencia de saponinas tanto esteroidales como
triterpénicas para lo cual en un tubo de ensayo se colocd aproximadamente 2mL de

extracto y se afiadio igual cantidad de agua. Se agito vigorosamente.

La reaccion es positiva cuando sobre la superficie del extracto se forma espuma de

mas de 2mm de altura y persiste por mas de 2 minutos.

B. Ensayo con H,SO,4 concentrado

A la solucion resultante de la prueba de la espuma se le afiadié gotas de H,SO,

concentrado.

La prueba es positiva cuando hay coloracion:

- Fuertemente amarilla para Flavonas y Flavonoides
- Anaranjada o guinda para Flavononas

- Rojo guinda o rojo azulado para Chalconas y Auronas

C. Ensayo de FeCl;
Este ensayo permite reconocer en un extracto la presencia de taninos y compuestos
fenolicos. En un tubo de ensayo se coloco una alicuota de extracto y se adiciono 2-3
gotas de FeCls.

Se considera positiva cuando hay coloracion:

- Rojo-vino para Compuestos fendlicos libres
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Verde intenso para Taninos pirocatéquicos.

Azul para Taninos pirogalicos

. Ensayo de Shinoda

Permite determinar la presencia de flavonoides. En un tubo de ensayo se coloca una
alicuota de extracto, con la ayuda de una paleta se agrega una pequefia cantidad de
limaduras de Mg y unas gotas de HCI concentrado.

La reaccion se considera positiva cuando se presenta coloracion amarilla, naranja,

carmelita, rosada o rojo guinda; intensos en todos los casos.

. Ensayo de Borntrager

Con este ensayo se determina la presencia de quinonas, para lo cual se tomé una
alicuota de extracto en un tubo de ensayo y se agregd gotas de NaOH5%, finalmente
se afladié 1mL de cloroformo y se observd la coloracion de la fase acuosa alcalina.

El ensayo es positivo cuando se presenta las siguientes coloraciones:

Amarillo para Benzoquinonas
Rosado para Naftoquinonas

Violeta para Antraquinonas

Ensayo de Wagner

A la solucién formada en el ensayo de Borntrager, se le evapord el cloroformo,
obteniéndose un residuo al que se afiadi6 1mL de EtOH, una gota de HCI y unas
gotas del reactivo de Wagner (2g de yodo y 2g de yoduro de potasio aforados a

100mL con agua), se agitod suavemente.
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Esta prueba es positiva para alcaloides en el siguiente orden:

Opalescencia  (+)
Turbidez (++)

Precipitado (+++4)
. Ensayo de Rosentaler
Permite comprobar en los extractos etandlicos la presencia de terpenos. Se tomé una
alicuota de extracto etandlico, se adiciono gotas de reactivo de Rosentaler (solucion

1% de vainillina en EtOH y 5mL de H,SO,4 concentrado) y se calento.

Se considera positivo cuando se forma una coloracion en gama de rosada a violeta o

pardas.

. Ensayo de Baljet

En un tubo de ensayo de colocé una pequefia porcion de extracto etandlico y se
afiadi6 2-3 gotas de Acido Picrico y gotas de KOH 5%.

Una coloracién anaranjada o rojiza indica que la prueba es positiva para
sesquiterpenolactonas.

Ensayo de Sudan 111

La presencia de monoterpenos es determinada por este ensayo que consistio en
tomar una alicuota de extracto y afadir 2-3 gotas de reactivo (solucién al 6% de
Sudan 11 en partes iguales de alcohol y glicerina), se calentd por 3 minutos y se dejo

enfriar.

La formacion de una pelicula de color rojo indica que la prueba es positiva.
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J. Ensayo de Marini Bettolo

A una alicuota de extracto se le afiadié gotas de SbCls, se calentd y dejo enfriar. La

prueba se considera positiva cuando se la presencia de las siguientes coloraciones:

- Amarillo o anaranjado para Flavonas

- Rojo oscuro o violeta para Chalconas

K. Ensayo de Liebermann Burchard

Mediante esta reaccion se determina triterpenos, esteroles y esteroides. En un tubo
colocar una alicuota de extracto etandlico, se evapord a sequedad. El evaporado se
disolvié en 1mL de cloroformo y se afiadid, por las paredes del tubo, 1mL de

reactivo (anhidrido acético: H,SO,4, 40:1), sin agitar.

Si forma un anillo verde la prueba sera positiva o puede darse el siguiente cambi6
(rapido) de coloracion de verde-azul, pasando por verde intenso hasta llegar a negro

en la interfase.

2.4.7 REACTIVACION DE CEPAS MICROBIOLOGICAS ATCC

2.4.7.1 Preparacion de medios

A. Preparacion de caldo soya triptica
Se preparo6 una cantidad suficiente de caldo soya triptica, y se repartié 25mL en cada
uno de los12 erlenmeyers de 125mL previamente esterilizados, con tapones de gasa

y algodon. Se autoclavd por 15 minutos a 15psi y 121°C, se dejo enfriar para la

suspension de los microorganismos.
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B. Preparacion de Agar Base Sangre (SBA), Agar de Eosina y azul de
metileno(EMB), agar Sabouraud y Agar Manitol.

Se prepard una cantidad suficiente de agar Base Sangre, Eosina Azul de Metileno,
Saboraud y Manitol en 4 erlenmeyers de 250mL respectivamente. Se autoclavo por
15 minutos a 15psi y 121°C. Posteriormente se repartio una cantidad aproximada de
15mL de medio en cajas Petri. Se dejo enfriar, se colocd dentro de fundas plasticas y

se almaceno en refrigeracion.

Para el agar base sangre, antes de ser repartido en las cajas Petri, es necesario afiadir
una cantidad de sangre equivalente al 5-10% del medio, cuando éste se halle a una

temperatura entre 45-50°C.

C. Preparacion de agares para pruebas bioquimicas

Se prepar6 una cantidad suficiente de agar hierro Kligler, agar SIM, agar citratado de
Simmons y Christensen (base para urea) en varios erlenmeyers de 250mL
respectivamente. Se autoclavaron a 15psi y a temperatura de 121°C por 15 minutos.
El agar Christensen se enfrio hasta 50-55°C, para afiadir la urea al 20% previamente
esterilizada y filtrada. Se repartié aproximadamente 5mL de cada agar preparado
tubos estériles con tapa. Cada uno de los tubos se inclind para que se formara el pico
de flauta, excepto el SIM (agar semisoélido).

Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se los almacend en gradillas cubiertos con

fundas plasticas y en refrigeracion.
D. Preparacién de Agar Soya Tripticasa (TSA)
En un erlenmeyer de de 250mL se prepard una cantidad suficiente de agar Soya

Tripticasa (TSA), se llevo a ebullicion y se repartié aproximadamente 5 mL en tubos

individuales 100x13 parcialmente tapados. Se autoclavaron a 121°C a 15psi por 15
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minutos. Cada uno de los tubos se inclind de tal modo que se formase el pico de

flauta. Se conservo en refrigeracion en gradillas y envueltos en fundas plasticas.

2.4.7.2 Suspension de los microorganismos ATCC

Se utilizé cepas ATCC que se hallaban almacenadas en el laboratorio. Con hisopos
estériles se tomd una cantidad considerable de los microorganismos y se suspendieron en
los 25mL de caldo Soya Triptica, para ello se inclind a 45° los erlenmeyer que contenian
el medio, se introdujo el hisopo y con ligeros movimientos circulares sobre las paredes se
depositd los microorganismos, se mezclé suavemente. Se incubaron a 35°C durante 18-
24 horas.

2.4.7.3 Siembra de los microorganismos ATCC

Previo a la siembra se realizé una verificacion del crecimiento, para lo cual se observo la
turbidez en los medios contenidos en los erlenmeyers. Con un asa estéril y fria se tomo

una cantidad de muestra y se sembré en los 3 sectores de la caja previamente codificada.

Se sembré por duplicado en SBA y EMB todos los microorganismos excepto la Candida

albicans que se lo realiz6 en Sabouraud. Finalmente se incubé a 35°C por 18-24 horas.

2.4.7.4 Lectura del crecimiento e identificacion de los microorganismos

Después de transcurrido el tiempo requerido para que los microorganismos crezcan, se
tomaron las cajas para observar las caracteristicas macroscopicas de cada uno y
posteriormente se realizd las pruebas de identificacion para comprobar si eran los

microorganismos requeridos. Para la identificacion se aplico el siguiente procedimiento

- Para Staphylococcus aureus, con el asa esteril y fria se tom6 una colonia de la
siembra en SBA y se sembrd en agar Manitol. Se dejé incubar a 35°C por 18-24

horas.
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- En el caso de Candida albicans sembrada en Sauboraud, se observd sus
caracteristicas macroscopicas que son claramente distinguibles al igual que su olor.

- Para el resto de microorganismos se realizan las pruebas bioquimicas para su
comprobacion. Para ello con una aguja de inoculacion se toma una colonia crecida
en EMB y en los tubos que contienen los agares se siembra con picadura y
estriamiento en Kligler, Gnicamente estriamiento en Citrato y Urea, y picadura en
SIM. Se dejaron en incubacion los tubos por 24-48 horas a 35°C y parcialmente

tapados.

2.4.7.5 Almacenamiento de microorganismos ATCC reactivados

Después de que ya se comprobd que las cepas requeridas eran las correctas se procedié a
sembrar en los tubos slant que contienen agar Soya Triptica (STA), para lo cual con un
asa esteril y fria se tomo una colonia de las cajas Petri con agar manitol en el caso del S.
aureus, con Sabouraud para C. albicans, y del EMB para el resto de bacterias. Se
codifico y tapo parcialmente cada tubo, se incubd a 35°C por 18-24 horas. Después de
este tiempo se taparon herméticamente con parafilm cada uno de los tubos y se

conservaron en refrigeracion cubiertos con fundas plasticas.

2.48 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR EL METODO DE
MITSCHER EN LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE ESPINO CHIVO
(Duranta triacanta Juss), CEPILLO (Callistemon speciosus) Y TZINZO (Tagetes
minuta L.) Y SUS RESPECTIVOS SUBEXTRACTOS CLOROFORMICOS Y
ETEREOS

2.4.8.1 Preparacion de medios. (Dia 1)
A. Preparacion de solucion salina (0,85%)
Se prepar0 cantidad suficiente de solucion salina al 0,85% y se repartio 10mL en

tubos con tapa. Se autoclavé a 121°C y 15psi por 15 minutos. Se conservo en

refrigeracion a 4°C hasta el momento de usar.
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B. Esterilizacion de materiales

Se preparé material suficiente para el ensayo: puntas, hisopos, paletitas envueltos en
papel, viales, tubos, frascos, pipetas, todo esto se coloco dentro de fundas de papel y
se autoclavo a 121°C por 15 minutos a 15 psi, posteriormente se colocé en un

esterilizador seco a 90°C para secarlos y conservarlos hasta su utilizacion.

2.4.8.2 Preparacion de muestras para el ensayo (Dia 2)

A. Preparacion de los extractos para el ensayo

Fue necesario contar con extractos secos o semisolidos para el ensayo, pero el caso
de ciertos extractos que eran liquidos se procedié a la determinacion de la
concentracion en peso de la materia seca de los mismos, para lo cual en cépsulas
secas, taradas y pesadas se colocO un volumen exacto de muestra y se dejo secar en
estufa, para luego pesar y por diferencia de peso determinar la concentracion

buscada.

Una vez ya establecida la concentracion se procedidé igual que con los extractos
secos. En un vial seco, estéril y codificado, con la ayuda de una paletita estéril (en el
caso de los extractos secos) o de micropipeta (para los extractos liquidos) se pesé
con exactitud 40mg de extracto y se afiadié 400uL de DMSO, de esta manera se
consigue una concentracién de 10.000pg/mL, se ultrasond por 5 minutos para
conseguir una mezcla homogénea. Se tapd y dejo en reposo hasta el momento de su
uso. Este procedimiento se aplicé a extractos y subextractos de cada uno de los

vegetales.
B. Preparacién de agar Mueller Hinton
En un erlenmeyer se prepard la cantidad suficiente de agar Mueller Hinton, para

realizar el ensayo por duplicado, se reparti6 15mL en tubos de pirex de 20mL de

capacidad. Se taparon con papel aluminio y autoclavaron a 121°C, a 15psi, por 15
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minutos. Una vez autoclavados se mantuvieron en Bafio maria a 45°C hasta el

momento de su utilizacion.

. Preparacion de cajas petri con el extracto

El estudio se realizé por triplicado, para ello se inicié con la codificacion de las cajas
Petri, para cada extracto a concentraciones de 10.000, 1.000, 100ug/mL, y una
concentracion de 10.000ug/mL para los subextractos.

En un tubo con agar Mueller Hinton estéril a 45°C, se adicion6 100pL de la
disolucion del extracto en DMSO cuya concentracion es 10.000pg/mL, se mezcl6 en
vortex, seguidamente se colocé en las cajas y se dejo en reposo y al ambiente hasta
su completa solidificacion.

Se realiz6 una dilucion 1/10, para ello se tomé 100uL de los extractos preparados en
los viales y se adiciond en tubos de ensayo 75x12 limpios, secos y estériles, se
agregd ademas 900uL de DMSO consiguiéndose una concentracion final de
1.000pg/mL.

Se tomd 100uL de la disolucion de concentracion 1000ug/mL y se adiciono en los
tubos que contenian los 15 ml de agar Mueller Hinton a 45°C. Se mezclaron en
vortex y se coloco en las cajas Petri previamente codificadas. Se dejo en reposo para
su solidificacion.

Se realiza una dilucién 1/100 en tubos de ensayo de 75x12 limpios, secos y estériles,
para lo cual se tom6 100uL del extracto con concentraciéon 1000ug/L y se ha afiadio
900uL de DMSO, consiguiéndose una concentracion final de 100pg/mL.

De igual forma se tom6 100uL de esta ultima solucion y se adicion6 a los 15mL de
agar Mueller Hinton que se mantenian a 45°C, se mezclé en el vortex e
inmediatamente se colocé en las cajas Petri que se hallaban ya codificadas. Se dejo
solidificar.

Ya solidificados los medios con los extractos, se invirtieron las cajas, se colocaron
en fundas limpias de tela y se las conservo al ambiente protegidas de la luz y la
humedad durante 18-24 horas.
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Preparacién de caldo soya tripticasa (TSB)

Se prepar6 una cantidad suficiente de caldo de Soya Triptica (TSB) para luego ser
repartidos en 6 erlenmeyers individuales estériles, 25mL de medio Se autoclavaron a
121°C, a 15psi, por 15 minutos.

Preparacion de la suspensién bacteriana

Para el ensayo se utilizd los siguientes microorganismos, previamente activados e

identificados:

Staphylococcus aureus ATCC 6538
Escherichia coli ATCC 9637
Salmonella gallinarum ATCC 9184
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
Candida albicans ATCC 10231
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Se dejo enfriar los erlenmeyers que contenia los 25mL de TSB y se codificé cada
uno de ellos de acuerdo al microorganismo que se iba a suspender dentro de éste.
Con un hisopo estéril se tomd una cantidad considerable de cada microorganismo
ATCC de los tubos slant que los contenian e inmediatamente se procedio a la
suspension en los erlenmeyers.

Se dejo en incubacion a 35°C por 18-24 horas.

Preparacion de cajas blanco

Se elaboraron blancos del agar Mueller Hinton y del DMSO, por triplicado. Para ello
se codificaron dos cajas Petri para cada blanco.
En el caso del agar, se coloco el contenido de un tubo que se mantenia a 45°C en una

caja Petri y se dejo solidificar.
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Para el DMSO se tomo pipetearon 100uL de éste y se ubicd en un tubo que contenia
agar Mueller Hinton a 45°C. Se mezclo en vortex y seguidamente se afiadid a los
tubos que contenian TSA 45°C. Se mezclaron con la ayuda de un vortex e
inmediatamente se coloco en una caja Petri. Se dejo solidificar.

Ya solidificados los blancos se invirtieron, se introdujeron dentro de bolsas de tela y

se dejaron al ambiente durante 18-24 horas, protegidas de la luz y la humedad.

2.4.8.3 Preparacion de la siembra (Dia 3)

. Preparacion de cajas Petri

Se verifico la ausencia total de contaminacion en las cajas preparadas en el dia 2,
solo de esta manera se puede realizar el ensayo.
A cada una de ellas se las dividio en 6 partes iguales identificando cada parte con un

namero que correspondera al microorganismo ATCC que se sembrara alli.

. Preparacion de suspensiones salinas de los microorganismos

Se sacd los tubos con suero fisiolégico que se prepararon el dia 1, se dejé que
tomaran la temperatura del ambiente y se codificaron.

En los erlenmeyers dejados en incubacion desde el dia 2 se verifico el crecimiento de
los microorganismos, lo que se confirmd por la turbidez presentada.

Se homogeniz6 el contenido de los erlenmeyers y se pipeted las siguientes

cantidades para las suspensiones en el NaCl 0.85%

Staphylococcus aureus ATCC 6538
100uL susp. /10mL sol. Salina
Escherichia coli ATCC 9637
100uL susp. /10mL sol. Salina
Salmonella gallinarum ATCC 9184
100uL susp. /10mL sol. Salina
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Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
100uL susp. /10mL sol. Salina

Candida albicans ATCC 10231

1mL susp. /10mL sol. Salina
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
100uL susp. / 10mL sol. Salina

Una vez tomadas las cantidades indicadas, se afiadié en los tubos que contienen la
solucidn salina, se mezcl6 en el vortex. Se tap0 y se conservo a temperatura hasta su

utilizacion.

Estriado de microorganismos

Con la ayuda de varias asas microbiologicas de 5uL de capacidad, esterilizadas y
frias, se tomd un asada individualmente de cada microorganismos en turno

suspendidos en el suero fisioldgico y se estrié en un patrén radial en cada caja petri,

siguiendo la plantilla, a 0,5cm del borde y del centro de la caja para evitar

Nod

contaminaciones.

FIGURA N° 1. PLANTILLA DEL TEST DE MITSCHER PARA EL ESTRIADO DE MICROORGANISMOS

()

Durante el trabajo se agitd las suspensiones cada 10 siembras, para evitar la

sedimentacion de los microorganismos.
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- Culminado el estriado de los microorganismos en todas las cajas, incluidos los
blancos, éstas se invirtieron y dejaron en incubacion a 35°C por 18-24 y de ser

necesario por 48horas.

2.4.9 LECTURA DE RESULTADOS (Dias 4 y 5)

- Transcurridas las 18-24 horas se sacaron las cajas de la estufa para dar lectura a los
resultados, comparando frente a los blancos preparados. De igual forma a las 48
horas.

- Si todos los cultivos crecieron, el examen es valido. Si alguno no crecid se dejo,
incubar por 18-24 horas mas.

- Existe actividad antibidtica cuando no hay crecimiento visible en las cajas rayadas.
La concentracion inhibitoria minima CIM es la menor concentracion de las
diluciones en la cual no hay crecimiento del microorganismo.

- A éste estudio se lo clasifica en tres parametros de lectura:

A = Activo (no existe crecimiento)
P= Parcialmente Activo (poco crecimiento)

I= Inactivo (existe crecimiento)

- Si el microorganismo es morfoldgicamente alterado, por ejemplo si P. aeruginosa no
muestra su pigmento verde caracteristico, o0 si no crece bien, la caja puede ser
registrada como P.

- Las cajas petri de control debe tener la apariencia esperada (crecimiento en todas las
lineas en las cajas de control negativo blanco y la potencia apropiada en las cajas de
control positivo de sulfato de estreptomicina), de no ser asi, el experimento ha
fallado y debe ser repetido.

- La presencia de pocas colonias en una raya es sefial de resistencia. La presencia de
pocas colonias aisladas en la caja lejos de la linea rayadas, es sefial de contaminacién

se pueden generalmente ignorar.
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3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1.  ANALISIS DE LA ESPECIE VEGETAL

3.1.1. COMPROBACION TAXONOMICA E IDENTIFICACION BOTANICA

La comprobacion taxonémica e identificacion botanica fue realizada por el curador del
Herbario de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, el Ing. Jorge Caranqui, el

mismo que reportd lo siguiente sobre los vegetales en estudio:

CUADRO N°1. COMPROBACION TAXONOMICA E IDENTIFICACION BOTANICA DE LOS VEGETALES
ESTUDIADOS. HERBARIO ESPOCH. RIOBAMBA JUNIO 2012

NOMBRE COMUN FAMILIA GENERO ESPECIE NOMBRE CIENTIFICO

ESPINO CHIVO Verbenaceae Duranta triacanta Duranta triacanta Juss
CEPILLO Myrtaceae Callistemon  speciosus Callistemon speciosus
TZINSO Asteraceae Tagetes minuta Tagetes minuta L.

3.1.2. ESTUDIO MACROMORFOLOGICO DE LOS VEGETALES

El Espino chivo silvestre fue identificado de acuerdo a caracteristicas como: Arbusto
caracteristico de zonas montafiosas secas, de hasta 3m de alto, con tallo de color gris,
hojas verdes y pequefias, flores que se despliegan en forma de inflorescencia, espinas

tanto en tallo como en ramas y frutos pequefios de color amarillo.

El Cepillo se lo identifico como un arbol ornamental que presenta un tronco mas 0 menos
recto de aproximadamente 13cm de diametro, la corteza escamosa y de color gris marrén.

Copa frondosa, con ramas delgadas y péndulas. Hojas alternas angostamente lanceoladas
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o lineares, agudas en el &pice, atenuadas en la base, de 5 a 9 cm de largo por unos 6 mm
de ancho, de nervio central prominente. Las flores de color rojo intenso agrupadas en
racimos muy Vistosos, cilindricos terminales y péndulos, de unos 10 cm de largo. Frutos

de més 0 menos 4 mm de largo por un poco menos de ancho, de color gris marron.

Para identificar el Tzinso silvestre, se observo su altura que oscilaba entre los 30-80cm;
tallos de color marrén, hojas verdes pinnatisectas, aserradas y segmentadas, flores

pequefias y amarillas; y un olor aromatico caracteristico.

3.2. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS Y SUBEXTRACTOS
ETEREOS Y CLOROFORMICOS

CUADRO N°2. EXTRACTOS ETANOLICOS Y SUBEXTRACTOS ETEREOS Y CLQROFORMICOS DE
ESPINO CHIVO, CEPILLO Y TZINSO. LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD
DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA JULIO 2012

ESPINO CHIVO CEPILLO TZINSO
Peso empleado 455¢ 2659 838¢g
Extracto alcohdlico 132,5mL 23mL 286,8mL
% de Rendimiento 29,63% 9,37% 34,36%
Subextracto etéreo 7,2mL 34,3mL 10,2mL
% de Rendimiento 14,4% 68,6% 20,4%
Subextracto cloroférmico 1,3g 0,359 0,99
% de Rendimiento 2,56% 0,65% 1,79%
Extracto etandlico final 37,6mL 11,3mL 26,1mL
% de Rendimiento 75,2% 22,6mL 52,2mL

En el cuadro N°2 se detalla la cantidad de extracto alcohdlico obtenido a partir del peso
indicado de planta fresca y utilizando la maceracién como método de extraccion, de los
cuales se nota un volumen y rendimiento aceptables; pues es claro que mientras menos
volumen extraido la concentracion de principios activos sera mayor. Se indica ademas el
volumen de los subextractos etéreos, y extractos etanolicos finales y el peso de los
subextractos cloroférmicos, conseguidos a partir de 50mL de extracto etanélico, luego de

ser concentrados en rotavapor, y sus correspondientes porcentajes de rendimiento.
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3.3.  ANALISIS DE LOS EXTRACTOS

3.3.1 DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS Y
FISICAS DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS

Estas pruebas se realizaron en cada uno de los extractos, obtenidos a partir de la droga
cruda, comprob&ndose que poseen caracteristicas organolépticas muy particulares que
claramente permite diferenciarlos, sus densidades e indices de refraccion son mayores a
los del agua, y sus pH indican que son acidos, los resultados se reportan en el cuadro
N°3.

CUADRO N°3. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS Y FISICAS DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS. LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. RIOBAMBA JULIO 2012.

PARAMETRO ESPINO CHIVO CEPILLO TZINSO
ASPECTO Opalescente Trasllcido Trasllcido
COLOR Pardo verdoso Amarillo claro Amarillo Pardo
OLOR Caracteristico Aromaético Aromaético caracteristico
DENSIDAD 1,0175 1,0793 1,0039

pH 551 3,71 4,51

iNDICE DE REFRACCION 1,358 1,43 1,366

3.3.2 ANALISIS FISICOQUIMICOS CUALITATIVO MEDIANTE REACCIONES
DE CARACTERIZACION

CUADRO N°4. GRUPOS FITOQUIMICOS IDENTIFICADOS EN LOS EXTRACTOS DE ESPINO
CHIVO (Duranta triacanta Juss), CEPILLO (Callistemon speciosus), TZINSO
(Tagetes minuta L.). LABORATORIO DE FITOQUiMICA. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. RIOBAMBA JULIO 2012

DETERMINACION EXTRACTOS
Grupo Fitoquimico  Espino chivo Cepillo Tzinso
ESPUMA

Saponina O] ) )
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ACIDO SULFURICO

Flavonas — Flavonoides ) ) (++)
Flavononas ) ) Q)
Chalconas - Auronas ) (++) )
CLORURO FERRICO

Compuestos fendlicos ¢) ) )
Taninos catéquicos (+++) ) (+++)
Taninos pirogélicos () ) ()
SHINODA

Flavonoides (+) ) (++)
BORNTRAGER

Benzoquinonas (++) () Q)
Naftoquinonas ) () )
Antraquinonas ) () )
WAGNER

Alcaloides (+++) ) )
ROSENTALER

Terpenos ) ©) (++)
BALJET

Sesquiterpenolactonas (+) (++) (+)
SUDAN Il

Monoterpenos ) (+++) (+++)
MARINI BETTOLO

Flavonas ) ) (+++)
Chalconas Q] ) Q)
LIEBERMANN

BURCHARD

Triterpenos - esteroides (++) ) (+)

Interpretacion: (-) Negativo, (+) Baja evidencia, (++) Evidencia, (+++) Alta evidencia.

El cuadro N°4 indica los grupos fitoquimicos de los extractos de las plantas estudiadas, y
es asi que en el Espino chivo presenta alta evidencia de taninos principalmente
catequicos y de alcaloides, también se determind la presencia de triterpenos, esteroides y

benzoquinonas pero con menos certeza, al igual que sesquiterpenolactonas y flavonoides.
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BROPHY et al, 1998 afirma la presencia de aceites esenciales en el cepillo, y segun este
estudio se comprueba dicha afirmacion, pues la presencia de monoterpenos es altamente
evidente, ademas contiene sesquiterpenolactonas, auronas y chalconas. En el tzinso se
comprobo la presencia de terpenos, principalmente monoterpenos, al igual que flavonas,
flavonoides, taninos catéquicos, y con baja evidencia se encontrd esteroles,
sesquiterpenolactonas y compuestos fendlicos, coincidiendo con COFRE 2012, quien

indica la presencia de flavonoides, aceites esenciales, esteroides, quinonas y catequinas.

Ningun extracto dio positivo para saponinas, naftoquinonas, antraquinonas ni taninos

pirogalicos.

3.4. REACTIVACION BACTERIANA (CEPAS ATCC)

Para este estudio se trabajo con cepas ATCC puras, las mismas que fueron reactivadas e
identificadas. Los microorganismos utilizados fueron: Staphylococcus aureus ATCC
6538, Escherichia coli ATCC 9637, Salmonella gallinarum ATCC 9184, Klebsiella
pneumoniae  ATCC 10031, Candida albicans ATCC 10231, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853.

En los cuadros 5, 6 y 7 se detalla las pruebas que se realizaron para la determinacion de
las caracteristicas de cada microorganismo, comprobandose con ellas que efectivamente

se contaba con las cepas requeridas.

CUADRO N°5. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE Staphylococcus aureus ATCC 6538.
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. CENTRO DE INVESTIGACION Y
DESARROLLO. FACULTAD DE CIENCIAS ESPOCH. RIOBAMBA AGOSTO 2012

CRECIMIENTO Agar Sangre
ASPECTO EN PLACA Colonias grandes de mas 1mm,
cremosas

PIGMENTACION DE COLONIAS Amarillas doradas
FERMENTACION MANITOL Positivo
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CUADRO N°6. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION PARA Candida albicans ATCC 10231.
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. CENTRO DE INVESTIGACION Y
DESARROLLO. FACULTAD DE CIENCIAS ESPOCH. RIOBAMBA AGOSTO 2012

CRECIMIENTO Agar Saubouraud
ASPECTO EN PLACA Colonias blancas cremosas y olor a
fermentado
CUADRO N°7. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION PARA Escherichia coli ATCC 9637,

Salmonella gallinarum ATCC 9184, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA.
CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO. FACULTAD DE CIENCIAS
ESPOCH. RIOBAMBA JULIO-AGOSTO 2012

PRUEBA Escherichia Salmonella Klebsiella Pseudomonas
coli gallinarum pneumoniae aeruginosa
CRECIMIENTO Agar EMB Agar EMB Agar EMB Agar EMB
ASPECTO Colonias verde Colonias Colonias blancas  Colonias verdosas
PLACA metalicas blancas cremosas cremosas
GLUCOSA (+) (+) (+) )
GAS/GLUCOSA +) +) (+) )
LACTOSA +) ) (+) )
SH, () (+) ) )
CITRATO () (+) (+) (+)
INDOL (+) ) ) )
MOVILIDAD (+) (+) ) (+)
UREASA () ) (+) )

3.5. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS PARA LA DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

De acuerdo a la técnica de Mitscher es necesario utilizar 40mg de extracto, pero en este
ensayo, los extractos etandlicos, subextractos etéreos y etanélicos después de concentrar
se mantenian liquidos, por lo que fue necesario determinar la cantidad de materia seca de

cada uno de ellos, excepto para los subextractos cloroférmicos pues estos estaban secos.

En el cuadro N°8 se puntualiza el peso de materia seca obtenido a partir de un volumen

conocido (concentracion P/V), y el volumen equivalente a 40mg utilizado en el estudio.
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CUADRO N°8 DETERMINACION DEL VOLUMEN DE EXTRACTOS Y SUBEXTRACTOS
EQUIVALENTE A 40mg. LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA JULIO 2012

EXTRACTO CONCENTRACION VOLUMEN
Extracto etandlico Espino chivo 0,1539g/mL 259,91uL
Extracto etandlico Cepillo 0,1886g9/mL 212,09uL
Extracto etandlico Tzinso 0,0906g/mL 441,50pL
Subextracto etéreo Espino chivo 0,0589g/mL 679,12uL
Subextracto etéreo Cepillo 0,1032g/mL 387,60uL
Subextracto etéreo Tzinso 0,0517g/mL 773,69uL
Extracto etandlico final Espino chivo 0,1345g/mL 297,40uL
Extracto etandlico final Cepillo 0,4470g/mL 89,49uL
Extracto etandlico final Tzinso 0,0809g/mL 494 44l

3.6. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Mediante este ensayo se determind si los vegetales en estudio, Duranta triacanta,
Callistemon speciosus y Tagetes minuta, presentan o no actividad antimicrobiana frente a
microorganismos como: Staphylococcus aureus ATCC 6538; Escherichia coli ATCC
9637, Salmonella gallinarum ATCC 9184, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
Candida albicans ATCC 10231 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Los resultados se evaluaron a cabo de uno y dos dias; denotandose el mismo por las

siguientes abreviaturas:

A. Indica actividad, es decir ningun tipo de crecimiento en las cajas sembradas.

I. Indica que no posee actividad, es decir el crecimiento en caja es similar al del blanco.

P. Indica actividad parcial, esto quiere decir que hay un crecimiento moderado, atrofiado

o la ausencia de alguna caracteristica tipica de la bacteria 0 microorganismo objeto de

prueba
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CUADRO N°9. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA MEDIANTE METODO DE MITSCHER DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE ESPINO CHIVO (Duranta triacanta Juss). LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA. CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA AGOSTO 2012

MICROORGANISMO 10.000pg/mL  1000pg/mL  100pg/mL
24H  48H 24H 48H 24H 48H
Staphylococcus aureus ATCC 6538 A A P P | I

Escherichia coli ATCC 9637 | I | I | I
Salmonella gallinarum ATCC 9184 | I | I | I
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 | I | I | I
Candida albicans ATCC 10231 P P I I | I
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | I | I | I

A: Activo, P: Parcialmente activo, I: Inactivo

CUADRO N°10. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS SUBEXTRACTOS ETEREO Y
CLOROFORMICO Y EXTRACTO ETANOLICO FINAL DE ESPINO CHIVO (Duranta
triacanta Juss). LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. CENTRO DE
INVESTIGACION Y DESARROLLO. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA
AGOSTO 2012

MICROORGANISMO SUBEXTRACTO SUBEXTRACTO EXTRACTO
ETEREO CLOROFORMICO ETANOLICO
24H 48H 24H 48H 24H 48H

Staphylococcus aureus ATCC 6538 P P I I P P

Escherichia coli ATCC 9637 I | I | | I
Salmonella gallinarum ATCC 9184 I | I | | I
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 I | I | | I
Candida albicans ATCC 10231 I | I | P P
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 I | I | | I

A: Activo, P: Parcialmente activo, I: Inactivo

El extracto etandlico de Duranta triacanta Juss, presenta actividad antimicrobiana para
S. aureus, a una concentracion de 10.000ug/mL, y actividad parcial a una concentracion
de 1000ug/mL manteniéndose el resultado hasta las 48 horas; ademas se notd una
actividad parcial frente a Candida albicans a mayor concentracion. El subextracto etéreo

presento actividad parcial para S. aureus, y el extracto etandlico final para C. albicans y
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S. aureus, como se indica en los cuadros 9 y 10; el subextracto cloroférmico no tiene

actividad sobre ningun microorganismo.

CUADRO N°11. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA MEDIANTE METODO DE MITSCHER DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE CEPILLO (Callistemon speciosus). LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA. CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA AGOSTO 2012

MICROORGANISMO 10.000pg/mL.  1000pg/mL 100pg/mL

24H  48H 24H 48H 24H 48H
Staphylococcus aureus ATCC 6538 A A A A P P
Escherichia coli ATCC 9637 P P | | I I
Salmonella gallinarum ATCC 9184 P P | | I I
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 P P | | I I
Candida albicans ATCC 10231 A A A A I I
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 P P | | I I

A: Activo, P: Parcialmente activo, I: Inactivo

CUADRO N°12. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS SUBEXTRACTOS ETEREO Y
CLOROFORMICO Y EXTRACTO ETANOLICO FINAL DE CEPILLO (Callistemon
speciosus). LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. CENTRO DE INVESTIGACION Y
DESARROLLO. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA AGOSTO 2012

MICROORGANISMO SUBEXTRACTO SUBEXTRACTO EXTRACTO
ETEREO CLOROFORMICO ETANOLICO

24H 48H 24H 48H 24H 48H

Staphylococcus aureus ATCC 6538 A A A A A A

Escherichia coli ATCC 9637 I | I | | |
Salmonella gallinarum ATCC 9184 I | P
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 I | P
Candida albicans ATCC 10231 A A A
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 I | I | | |

A: Activo, P: Parcialmente activo, I: Inactivo

En los cuadros 11 y 12 se da a conocer el comportamiento que presenté Callistemon
speciosus. El extracto etandlico demostro actividad para Staphylococcus aureus y
Candida albicans a la concentracion de 10.000pug/mL, y actividad parcial para

Escherichia coli, Salmonella gallinarum, Klebsiella pneumoniae y Pseudomona
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aeruginosa. A una concentracion de 1000ug/mL es activo para C. albicans y S. aureus, y

a concentracién de 100ug/mL es parcialmente activo para S. aureus.

Los subextractos etéreo y cloroférmico y extracto etandlico final presentan una total
actividad para Staphylococcus aureus y Candida albicans. El extracto cloroférmico

presento actividad parcial para Salmonella gallinarum y Klebsiella pneumoniae.

CUADRO N°13. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA MEDIANTE METODO MITSCHER DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE TZINSO (Tagetes minuta L.). LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA.
CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. RIOBAMBA AGOSTO 2012

MICROORGANISMO 10.000pg/mL 1000pg/mL 100pg/mL
24H 48H 24H 48H 24H 48H
Staphylococcus aureus ATCC 6538 P P | | I I

Escherichia coli ATCC 9637 | I | | I |

Salmonella gallinarum ATCC 9184 | I | | I I

Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 | I | | I I

Candida albicans ATCC 10231 p P | | I |

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | I | | I I

A: Activo, P: Parcialmente activo, Il. Inactivo

CUADRO N°14. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS SUBEXTRACTOS ETEREO Y
CLOROFORMICO Y EXTRACTO ETANOLICO FINAL DE TZINSO (Tagetes minuta L.).
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. CENTRO DE INVESTIGACION Y
DESARROLLO. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA AGOSTO 2012

MICROORGANISMO SUBEXTRACTO SUBEXTRACTO EXTRACTO
ETEREO CLOROFORMICO ETANOLICO

24H 48H 24H 48H 24H  48H

Staphylococcus aureus ATCC 6538 A A | I I I

Escherichia coli ATCC 9637 | I | I I I

Salmonella gallinarum ATCC 9184 | I | I I I

Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 | I | I I I

Candida albicans ATCC 10231 A A | I I I

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | I | I I I

A: Activo, P: Parcialmente activo, I: Inactivo
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En el cuadro 13 se demuestra la actividad parcial que presentd el Tzinso a una
concentracion de 10.000 pg/mL para Staphylococcus aureus y Candida albicans, pero
como se indica en el cuadro 14 el subextracto etéreo presenta una actividad total frente a
los mismos microorganismos, esto seguramente se debe a que en este solvente se extraen

metabolitos de baja y mediana polaridad que son responsables del efecto.

La actividad antimicrobiana que presentan estos vegetales se debe a los metabolitos
secundarios que posee cada una de ellos, grupos fitoquimicos que en este mismo ensayo
fueron identificados, y es asi que en el espino chivo se asume que la inhibicion se debe a
la presencia de alcaloides. El cepillo por su parte posee gran cantidad de aceites
esenciales, siendo el 1,8-cineol el componente mayoritario en hojas y frutos (Brophy et
al, 1998) al igual que el tzinso (Baldeén ESPOCH 2012), es decir que estos pueden ser

los responsables de la actividad.

En base a los resultados reportados en los cuadros 9, 10, 11 y 12, también se puede notar
que la actividad del espino chivo y el cepillo, tienden a bajar cuando se realizan los
subextractos, esto porque como fitocomplejo actlan de mejor manera, pero en el caso del
Tzinso presenta mayor actividad cuando se separan los compuestos, y es asi que
comparando los cuadro 13 y 14 se observa que la actividad parcial que presenta el

extracto etandélico se eleva cuando se extrae con éter.

Se puede afirmar entonces que los resultados obtenidos fueron los esperados, a pesar de
ello en el caso del Tzinso y el espino chivo se deberia buscar que parte especifica de la
planta brinda mayor efectividad, como el cepillo, que al utilizar solamente los frutos dio

mejores resultados.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

1. Segun los cuadros 9,10,11,12,13 y 14, los extractos etandlicos de Duranta triacanta

Juss, Callistemon speciosus y Tagetes minuta L., y sus respectivos subextractos
etéreos y cloroférmicos, presentan actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 9637, Salmonella gallinarum ATCC
9184, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Candida albicans ATCC 10231 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, ya sea de forma total o al menos parcial,

por lo que la que la hip6tesis planteada es positiva.

Los extractos etanolicos se obtuvieron por maceracion de los vegetales frescos, y
posterior concentracion del solvente, los mismos que segun los cuadros 3 y 4,
presentaron las siguientes caracteristicas: Duranta triacanta Juss un % de
rendimiento de 29,63 , liquido opalescente, de color pardo verdoso, olor
caracteristico, densidad 1,0175, pH 5,51 e indice de refraccion de 1,358; Callistemon
speciosus 9,37% de rendimiento, trasltucido, amarillo, aromatico, densidad 1,0793,
pH 3,71, indice de refraccion 1,43; y Tagetes minuta L. 34,36% de rendimiento,
traslicido, color amarillo pardo, olor caracteristico, densidad 1,0039, pH 4,51 e
indice de refraccion de 1,366. El tamizaje fitoquimico determind la presencia de
taninos y alcaloides como los compuestos representativos en el Espino chivo,

monoterpenos en el cepillo y en el tzinso flavonoides, taninos y aceites esenciales.

Al realizar la evaluacion de la actividad antimicrobiana mediante el método de
Mitscher, de los extractos etanolicos, se determiné que Duranta triacanta Juss
presenta actividad para Staphylococcus aureus a 10.000ug/mL y actividad parcial
para Candida albicans, segin cuadro 9; Tagetes minuta L. a 10.000pg/mL fue
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parcialmente activo para S. aureus y C. albicans, de acuerdo a lo demostrado en el
cuadro 13; Callistemon speciosus a concentracion de 10.000ug/mL es activo frente a
S. aureus y C. albicans y parcialmente activo para S. gallinarum, E. coli, K.
pneumoniae y P. aeruginosa, a 1.000ug/mL presenta actividad para Staphylococcus
aureus y Candida albicans, y a 100 pg/mL para S. aureus, segun cuadro 11.

Al comprobar la actividad antimicrobiana de los subextractos etéreos y
cloroférmicos de los vegetales estudiados, se establecié de acuerdo al cuadro 100,
que el subextracto etéreo de Espino chivo solo presenta actividad parcial para S.
aureus; los subextractos etéreos y cloroférmicos del cepillo son activos para S.
aureus y C. albicans, el subextracto cloroférmico posee ademas actividad parcial
para S. gallinarum, y K. pneumoniae, segun el cuadro 12; en el Tzinso el subextracto
etéreo es el responsable de la actividad antimicrobiana frente a S. aureus y C.
albicans, de acuerdo con el cuadro 14.

En base a los cuadros 9, 10, 11 y 12, Espino chivo (Duranta triacanta Juss) y
Cepillo (Callistemon speciosus), presentan mayor actividad cuando se aplica el
extracto etanolico, es decir cuando todos sus compuestos actlian juntos, mientras que
el Tzinso (Tagetes minuta L.), segun cuadro 13 y 14, eleva su actividad cuando se
aplica el subextracto etéreo, es decir es mas activa la fraccion que contiene los

aceites esenciales.
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CAPITULO YV

RECOMENDACIONES

Continuar con el estudio de estos vegetales, ya que al poseer varios principios
activos en su composicion quimica, pueden valorarse otras actividades bioldgicas

que respondan a los mismos, ya sea antiinflamatorias, colesterémicas, entre otras.

Realizar una investigacion morfoldgica, fitoquimica, farmacoldgica y toxicoldgica
completa sobre el Espino chivo, ya que al ser una planta de monte lo que se conoce
de ésta es muy poco, y detalles importantes como composicion quimica, propiedades

farmacoldgicas y toxicidad, dificilmente se encuentra en bibliografia

En base al estudio realizado y a los resultados obtenidos, continuar con un estudio
que permita la elaboracion de un fitofarmaco con capacidad de combatir
enfermedades infecciosas.



CAPITULO VI

6. RESUMEN

La determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos etanolicos vy
subextractos etéreos y cloroférmicos de Duranta triacanta, Callistemon speciosus y
Tagetes minuta, se lo realizé en los Laboratorios de Fitoquimica y Microbiologia de la
Facultad de Ciencias de la ESPOCH.

Se obtuvieron los extractos etandlicos por maceracion de toda la planta y fueron
concentrados en rotavapor. Los subextractos se extrajeron en embudo de separacion con
una alicuota del extracto etandlico y éter etilico inmiscible, la fase superior es el éter. Se
procedio igual con el cloroformo, la fase inferior es el cloroformo; se elimind los
solventes y se tuvo los subextractos. Por reacciones de coloracion o precipitacion se
comprobo la presencia de aceites esenciales, flavonoides y terpenoides en los extractos
etandlicos. Utilizando el método de Mitscher se determind la actividad antimicrobiana de
los extractos frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 9637,
Salmonella gallinarum ATCC 9184, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Candida
albicans ATCC 10231 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

A 10.000 pg/mL, los extractos etanolicos de los vegetales estudiados presentan actividad
frente a S. aureus y C. albicans, y Unicamente Callistemon speciosus es parcialmente
activo para E. coli, S. gallinarun, K. pneumoniae y P. aeruginosa; a 1.000pg/mL el
extracto etanolico de Callistemon speciosus es activo para S. aureus y C. albicans. Los
subextractos etéreos de Tzinso y Cepillo inhiben S. aureus y C. albicans, el subextracto

cloroférmico de Cepillo es parcialmente activo para S. gallinarum y K. pneumoniae.



-79 -

Se comprobo que los extractos etandlicos y subextractos etéreos y cloroférmicos de las
especies estudiadas si presentan actividad antimicrobiana, por lo que se recomienda
continuar con los estudios para determinar otras actividades bioldgicas como

antiinflamatorias, colesterémicas, entre otras.
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ABSTRACT

Determination of the activity of anti microbial extract ethanolic and sub ethereal extracts
and formic chlorine of Duranta triacanta, Callistemon speciosus AND Tagetes minuta.

This anti microbial activity determination, it was made in the laboratories of chemical
Fito and Micro biology of the Faculty of Science of the ESPOCH.

Ethanol extracts were obtained by maceration of the entire plant and they were
concentrated on Rattan steam. The sub extracts were extracted from metal funnel with an
aliquot of the extract ethanolic and immiscible ethyl ether. The same procedure was
made whit chloroform, the lower phase is chloroform; the solvents were removed and
they were obtained the sub extracts. The presence of essential oils, flavonoides and

Terpenoids in ethanol extracts was found by coloring or precipitation reactions.

Using the method of Mitscher was determined the antimicrobial activity of extracts from
Sthaphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 9637, Salmonella
gallinarum ATCC 9184, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Candida albicans ATCC
10231 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

To 10.000ug/mL, the ethanolic extracts of the vegetables studied present activity against
S. aureus and C. albicans, and only Callistemon speciosus is partially active for E. coli,
S. gallinarum, K. pneumoniae and P. aeruginosa; to 1.000ug/mL, the sub ethereal
extracts of Tzinso and Brush inhibit S. aureus and C. albicans, the sub chloroform Brush

extract is partially active for S. gallinarum and K. pneumoniae.
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It was found that ethanolic extracts and sub ethereal and chloroform extract of the species
studied present antimicrobial activity, so it is recommended to continue the studies to

determine other biological activities such as anti-inflammatory, cholesteremic, among

others.
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CAPITULO VI

8. ANEXOS

ANEXO N°1. TAMIZAJE FITOQUIMICO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS
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ANEXO N°2. RESULTADOS DE LAS SIEMBRAS EN PLACA PETRI DEL EXTRACTO
ETANOLICO Y SUBEXTRACTOS ETEREO Y CLOROFORMICOS DE ESPINO
CHIVO (Duranta triacanta Juss).
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ANEXO N°3. RESULTADOS DE LAS SIEMBRAS EN PLACA PETRI DEL EXTRACTO
ETANOLICO Y SUBEXTRACTOS ETEREO Y CLOROFORMICOS DE CEPILLO

(Callistemon speciosus).
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ANEXO N°4. RESULTADOS DE LAS SIEMBRAS EN PLACA PETRI DEL EXTRACTO
ETANOLICO Y SUBEXTRACTOS ETEREO Y CLOROFORMICOS DE TZINSO
(Tagetes minuta L.).
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