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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar si la aplicacion de los colorantes
Tropaeolum tuberosum (Mashua) y Dactylopius coccus (Cochinilla) en la tincion de
pared celular presente en un frotis bacteriano es buena. El Tubérculo Mashua, fue
procedente de las alturas del Distrito de Yanacancha, en la Provincia de Chupaca,
Region Junin. El insecto Cochinilla, se recolecto en el Distrito de San Bartolomé,
Provincia de Huarochiri en el Departamento de Lima. Mediante extraccion en
Thomas TH-2660i / TH-2660iR, se obtuvo el colorante Mashua 100% y el colorante
Cochinilla 20% se obtuvo por extraccion acuosa en calor. Ambas muestras
presentaron mayor solubilidad en agua y se encontraron metabolitos como
flavanonoles, aminoacidos libres y grupos amino en la Mashua y triterpenoides,

esteroides y acido carminico en la Cochinilla.

Se realizaron 64 laminas, 32 con Staphylococcus aureus ATCC 6538 y 32 con
Escherichia coli ATCC 8739; de las cuales se tifieron 16 con Mashua 100%, 16 con
Cochinilla 20%, 16 con Mashua 100% - Cochinilla 20% y 16 con Gram que fue
tomada como tincién patréon o gold standard. Adicionalmente se prepararon 60
laminas con cepas del Laboratorio Biolégico y Analisis Clinico Santa Rosa de
Pachacamac, 30 con 05 cepas de Staphylococcus aureus y 30 con 05 cepas de
Escherichia coli; de las cuales se tifieron 30 con Mashua 100% - Cochinilla 20% y 30

con Gram.

En la evaluacion microscopica con Mashua 100% - Cochinilla 20% se consideraron
dos criterios de evaluacion: Visualizacion de la morfologia celular bacteriana vy
Diferenciacion de pared celular; para ambas cepas ATCC se obtuvo un calificativo
de 62.5% (Malo), 34.4% (Regular) y 3.1% (Bueno); para las cepas de pacientes un
73.3% (Malo) y 26.7% (Regular) con relacién a la morfologia celular y un 66.7%

(Malo) y 33.3% (Regular) con relacion a la diferenciacion de pared celular.

Se concluyé que la aplicacion de los colorantes Mashua y Cochinilla en la tincién de

pared celular presente en un frotis bacteriano no es buena.

Palabras Claves: Colorante, Mashua, Cochinilla, Tincién Pared Celular, Gram.



ABSTRACT

The aim of the present work was to determine if the application of the colorants
Tropaeolum tuberosum (Mashua) and Dactylopius coccus (Cochineal) in the cell wall
stain present in a bacterial smear is good. The Mashua Tuber was from the heights
of the Yanacancha District, in the Province of Chupaca, Junin Region. The insect
Cochineal, was collected in the District of San Bartolomé, Province of Huarochiri in
the Department of Lima. By extraction in Thomas TH-2660i / TH-2660iR, the 100%
Mashua dye was obtained and the 20% cochineal dye was obtained by aqueous
extraction in heat. Both samples showed greater solubility in water and metabolites
were found as flavanonols, free amino acids and amino groups in Mashua and

triterpenoids, steroids and carminic acid in Cochineal.

64 sheets were made, 32 with Staphylococcus aureus ATCC 6538 and 32 with
Escherichia coli ATCC 8739; of which 16 were stained with Mashua 100%, 16 with
Cochineal 20%, 16 with Mashua 100% - Cochineal 20% and 16 with Gram that was
taken as standard stain or gold standard. Additionally, 60 sheets were prepared with
strains from the Biological Laboratory and Clinical Analysis of Santa Rosa de
Pachacamac, 30 with 05 strains of Staphylococcus aureus and 30 with 05 strains of
Escherichia coli; of which 30 were stained with Mashua 100% - Cochineal 20% and
30 with Gram.

In the microscopic evaluation with Mashua 100% - Cochineal 20%, two evaluation
criteria were considered: Visualization of bacterial cell morphology and Cell wall
differentiation; for both ATCC strains a qualification of 62.5% (Bad), 34.4% (Regular)
and 3.1% (Good) was obtained; for patient strains 73.3% (Poor) and 26.7% (Regular)
in relation to cell morphology and 66.7% (Poor) and 33.3% (Regular) in relation to

cell wall differentiation.

It was concluded that the application of Mashua and Cochineal dyes in cell wall

staining present in a bacterial smear is not good.

Key Words: Coloring, Mashua, Cochineal, Cell Wall Stain, Gram.



INTRODUCCION

El uso de los colorantes sinteficos en los Laboratorios de Microbiclogia, para la
visualizacon de la morfologia celular bacteriana y diferenciacion de pared celular, es
una prusha simple y de bajo costo. Sin embargo, el uso de festos colorantes implican
un riesgo en la salud del snalista, asi como para el medic ambiente. En |la
actualidad, =& busca disminuir 2| mpacto 2n la salud de los analistas y en el madio
ambiente, reduciendo & uso de colorantes sinteficos v fomentando | uliizacion de
colorantes nafurales provenientes de plantas, raices, animakes, entre ofros, que
pusdan brindar similares resultados, '™ =

El Tropsecium fuberosum (Mashua), es un tuberculo de codor negro & morado que al
tener contacio con la piel o cuslguier tejido o superficie brinda wna coloracion azul —
miorada duradera; asimismo el Dachiopius coccus (Cochinilla) es un insecto & partir

del cuzal == extrae el acido carminico que presenta un color rojo — rojizo, 15

En este contexto &l estudio 2 traves de deferminar si la aplicacion de los colorantas
Tropaeolum fubercsum (Mashua) v Dacfylopius coccus (Cochinilla) en la fincion de
parad celulsr presentz en unm frofis bacterianc es buena, tiens el propositc de
contribuir a su conocimiento centifico y servir de opcicn para la visualizacion de la

morfologia celular bacteriana y diferenciacion de pared celular.

La estructura del trabsjo esta dividida en cinco capitules, gue describen el desarrollo

del proyecio realizado.

En el Capitule |1 Se presentas planteamiento de la investigacion, en el problema ==
describan claraments los objetivos a conseguir, |a justificacion y mitacionas.

En el Capitulo |- Representa los antecedentes y las bases tedricas.

En & Capitul 11: Inicia el trabajo de disenio, poblacion, muestra v tecnicas.

En & Capitule IV Se ofrece 2l analisis y discusion da los resultados.

Finalmente, en el Capitulo V: Se presents las conclusiones v recomendaciones.

10



1.1.

CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcién de la Realidad Problematica.

La Mashua (Tropaeolum tuberosum) es un tubérculo que se encuentra
distribuido entre 2.800 y 4.000 msnm en las regiones andinas, tales como
Bolivia, Colombia, Ecuador y Perti®-?), donde se la puede hallar tanto en forma
silvestre como cultivada, segun su coloracion se pueden clasificar en:
Tubérculos de color uniforme generalmente blanco, amarillo o anaranjado;
tubérculos con pigmentos de antocianina ubicados sélo en las yemas;
tubérculos muy coloreados en las yemas con antocianinas; tubérculos con
yemas pigmentadas y con franjas longitudinales rojas o moradas®?®). Asimismo,
el Tropaeolum tuberosum es de color negro a morado teniendo capacidad
tintoreal que al tener contacto con la piel o cualquier tejido o superficie brinda

una coloracién azul — morada duradera (7:10. 29)

La cochinilla (Dactylopius coccus) es un pequefio insecto parasito que vive en
las pencas de los nopales, a partir del cual se produce uno de los colorantes
naturales de gran importancia en la industria farmacéutica, cosmética y
alimenticia en el mundo 8:37): E| &cido carminico o rojo carmin. La cochinilla es
empleada tradicionalmente en el Pert desde las civilizaciones preincaicas en
estado acuoso utilizando alumbre como mordiente, para tefiir pelos de alpaca
y algodéon ©“950)  E| acido carminico se usa en unciones histolégicas y
bacteriologicas, como indicador quimico de reacciones, asimismo tiene usos en

fotografia a color y pigmentos para artistas (051,

Los colorantes extraidos de la Mashua (Tropaeolum tuberosum) al tener
semejanza con el cristal violeta en cuanto al color azul — morado y la cochinilla
(Dactylopius coccus) al tener similitud con la Safranina en cuanto al color rojo
— rojizo, surge la idea de utilizarlos en la tincion de pared celular presente en
un frotis bacteriano, ademas de ser ambos colorantes naturales y el riesgo de

exposicion, asi como el dafio causado a quien lo manipula es minimo (/4 76),

11



1.2. ldentificacion y Formulacion del Problema.
1.2.1. Problema General.

1. ZEn gue medida la Aplicacion de los colorantes Tropaeolum fuberozum
(Mashua) y Dachiopius coccus (Cochinilla) en la tincion de pared

celutar presente en un frofis bacteriano 25 buena?

1.2.2. Problemas Especificos.

1. ;Cual ser2 la composicion quimica del Tropseclum  fuberoszum
(Mashua) y Daciylopius coccus (Cochindla)?

2. :En gue medida la aplicacion de los colorantes Tropaesolum fuberozum
(Mashua) y Dachiopius coccus (Cochinilla) en la tincion de pared
celular presenta buena visuslizacion de la morfologia celular en un
fratis bacterano?

3. ZEn gue medida la aplicacion de los colorantes Tropaeolum fuberozum
(Mashua) y Dachiopius coccus (Cochinilla) en la tincion de pared

celular presents buena diferanciacion en un frofis bacterianc?

1.2. Objetivos de la Investigacion.
1.2.1. Objetivo General.

1. Determinar si la Aplicacion de los colorantes Tropsecium fuberozum
(Mashua) y Dachiopius coccus (Cochinilla) en la tincion de pared

calutar presente en un frofis bacteriano 25 buena.

1.2.2. Objetivos Especificos.

1. Determinar la composicion gquimica del Tropseclum  fuberozum
(Mashua) y Daciylopius coccus (Cochindla).

2. Ewvaluar si la aplicacion de los colorantes Tropsecium fuberozum
(Mashua) y Dachiopius coccus (Cochinilla) en la tincion de pared
celular presenta buena visuslizacion de la morfologia celular en un
fratis bacteriano.

12
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1.5.

1.6.

3. Evaluar si la aplicacion de los colorantes Tropsecium fuberoszum
(Mashua) v Dachdopius coccus (Cochinilla) en la tincidn de pared

celular presents buena diferanciacion en un frotis bacteriano.

Justificacion y Viabilidad de la Investigacion.

La coloracion de Gram es en la actuslidad, la prueba de lsborstoric de
microbiologia mas simple v con el mejor costo efectividad, lo gue representa
un beneficio para el paciente, el clinico vy el lsboratorio. Se hace uso de
colorantes simteticos, alcohal, acetona v lugol. Sin embargo, 2l usc de estos

colorantes implican un riesgo en la salud del analists, asi como para el medio
ambienta """, Por ello, se deben buscar formas de reduciros utilizando

productos natursles que pusdan brindar similares resultados ' . Existe un

tuberculo como alternativa para colorear celulas procaniotas sin causar darios
al analistz v al medic ambisnfe es conocida como Tropseolum fubsrosum
(Mashua), que posee propiedades tintoreas bacicas semejante al cristal
vicketa, del mismo modo el Dachyiopius coccus (Cochindla) es un pegueno
insecto parasito gue vive en las pencas de los nopales, a partir del cual se
extraa el acido carminico, gue posee propiedades fintdreas semejantes a la

safranina. En el presente estudio, se busca determinar si la Aplicacion de los
colorantas Tropaeaium fuberozum (Mashua) v Daciplopius coccus (Cochinilla)

en la tincion de pared celular presente en un frotis bacterianc es bueana.
Delimitacion de la Investigacion.

Ambito Geografico: El presente estudio se reslizard en la Universidad Inca
Zarcilaso de ks Vega en los Laboratorios de Especialidad de |la Facultad de

Ciencias Farmaceuticas y Bicguimica.
Ambito Temporal: El estudio cormesponde sl Afio Académico 2017 - 2018.

Limitaciones de la Investigacion.

a} El presupuestc se Bmita solo a estudiar al Ezfaflococo aursus ¥ a la
Ezchenchia coll, por 2l elevado costo de los materiales.

13



CAPITULO N
MARCO TEQRICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion.

2.1.1. Macionales.

Erazo E. etal. {2004}, presentaron el estudic titulado “Exdraccion de Acido

Camminico a Partir de Cochinilla I Milizando Tecnclogia mas Limpia™. El
objetivo de este trabsjo fue desarrollar un procedimients de exiraccion de

acido carminico con una concentracicn no menor del 80%, ufilizando wn
agente de separacion de masa (MSA) no contaminante y enmarcada en los

principics de produccion mas limpia.

El procedimiento expermental desarmcllado en la exitraccion del acido

carminico es diferente del corvencional en dos etapas: el primero,

referente a la precipitacion del acido carminico formando un complejo con
al (MSA R300), y el segundo, |z recuperacion del producto ulilizando wn
solwente organico de caractenisticas no contaminante ni perjudicial para la

zalud publica.

La extraccion del acido carminico a partir de ka cochinilla usando el Agente

de separacion de masa (MSA R300) vy =l solvente organico permite

desarrollar un proceso tecnologico mas limpio de alto rendimiento mayor de
0% v cbtener un producto de alta purezs 1003, ™"

Cuya R. (2009), presaento el estudio titulado “Efecto de Secado en Bandeja
y Atomizacion sobre la Actividad Antioxidante de la Mashus {Tropsscium
fuberozum Ruiz & Pavon)™. El objetive fue evaluar la perdida de actividad
anficeddante hidrofilica de la mashua, despuses del sacado por aire caliente:
en tipo bandeja a diferentes temperaturas de secado v por atomizacion a
diferantes niveles de encapsulamte, temperatura y  wvelocidad  del

atomizador.

14



El método de secado por atomizacion resulté con mayor retencion de la
actividad antioxidante hidrofilica en contraste con el método de secado en

bandeja que dio la menor retencion. 47

Pacheco E. (2015), presentaron el estudio titulado “Caracterizacion
Morfologica y Molecular de Mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon)
de los Departamentos de Cusco y Cajamarca”. El objetivo fue contribuir en
la generacion de conocimientos sobre la variabilidad genética de mashua de

los departamentos de Cusco y Cajamarca.

La caracterizacidon morfolégica se realizé en 271 accesiones de mashua,
mediante 45 descriptores previamente establecidos. La identificacion de
descriptores mas discriminantes e informativos se realiz0 mediante el
analisis de correspondencia multiple secuencial (ACMs) y los analisis de
agrupamiento e identificacion de los morfotipos se realizaron con la nueva
lista de descriptores. En la caracterizacion molecular se emplearon seis
combinaciones de iniciadores AFLP (Polimorfismos en la longitud de los
fragmentos amplificados) y a partir de los polimorfismos encontrados se
realizaron agrupamientos mediante el coeficiente de concordancia simple y
analisis de coordenadas principales. Estos resultados muestran la gran
variabilidad existente en el cultivo, la que ayudara en el planteamiento de

futuras estrategias de manejo y mejora del cultivo de mashua en el Per(. (16)

Inostroza L. et.al. (2015), presentaron el estudio titulado “Actividad
Antioxidante de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén (Mashua) y su
Aplicacion como Colorante para Yogur. El objetivo de este trabajo fue evaluar
la actividad antioxidante y uso del extracto etandlico de Tropaeolum

tuberosum Ruiz & Pavén (mashua) como colorante para yogur.

La actividad antioxidante se determiné por los métodos DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo) 'y ABTS (Acido2, 2’-Azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-

sulfénico).
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El contenido total de antocianinas (AT) y polifencles (PT) fue defterminado
por el método de pH diferencial v Folin-Ciocalieu, respectivamente. Los
parametros del sistema CIEL (Centro Intermnacional de la lluminacion) se
utilizaron para medir el color morado v la concenfracion de pigmento
empleado para colorear el yogur natural, comparandose con yogur

comercial de mora, que fue tomado como referencia.

Se concluye gue los pigmentos extraidos del tubérculo de Tropasolum
tuberosum Ruiz & Pavon, poseen actividad anfioxidante, presentandose
como una altemativa de colorante aplicable en alimentos de acidez

intermedia como el yogur.

Masias K. (2007), presentaron el estudio fitulado “Caracterizacion de las

propiedades tintoreas del extracto de Mogal (Juglans neofropica Diels)

proveniente de la cuenca alta del rio Zana". El objetivo del trabajo fue

Determinar las propiedades fintoreas (porcentaje solidos, indice refraccion,
pH y absorcion luz ultravioleta) de extractos obtenidos de hoja, fruto y

corteza de tres clases diamétricas, asimismo evaluo la calidad de tincion

y log colores obtenidos en funcion al fipo de tela tefida.

Loz resultados del analisis estadistico demostraron que el porcentaje de
solidos y el pH varian en funcion a la parte del arbol ufilizada sin embargo
no varian en funcion a la clase diamétrica; v el indice de refraccion es
utilizado como control del proceso. La absorcion de luz varia en funcion a
la clase diaméfrica v la parte del arbol. Se concluydo que es preferible
utilizar las hojas de nogal para la obtencion de celorante y la lana de oveja

para la fincion. **'

Uriol P. (2004), presento el estudio titulado “Aplicacion del Colorante del
Maiz Morado en la tincion Muclear de Células presentes en un corte
histologico™. El objetive fue determinar si el maiz meorado posee

propiedades fintireas basicas semejantes a la hematoxilina.
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Se realizdo un estudio de tipo comparativoe v experimental con biopsias y
piezas quirdrgicas del Hospital “Dos de Mayo™ y “Maria Auxiliadora”; las
muestras lo constituyeron 100 tejidos de los siguientes organos: apendice,
estomago, ganglio, piel v prostata. Se procedio a la coloracion de los dos
grupos de laminas, en el primer grupo, los cores histologicos se
procesaron con la coloracion de Hematoxilina-Eesina. El segunde grupo de
laminas de cortes histologicos se proceso con la tincion de MAIZ morado—
eozina. El método de celoracien de hematoxilina-eosina fue tomado como

prueba patron o “Gold Estandar”.

La venitaja de este proceso de coloracion radica principalmente en
considerar una aliermativa mas para los procesos de tincion nuclear, como
tambien el significativo precie del insumo principal aplicado en el presente

estudio, y su facil obtencién y disponibilidad. '

Santa Cruz 0. {(2014), presento el estudio fitulado *Validacion del extracto
del exocarpo de Renealmia alpinia (Kumpia) como coloranfe nuclear
fisular". El objetive del trabajo fue validar el extracto del exocarpo de

Renealmia alpinia (kumpia) como colorante nuclear tisular.

Se realizo un estudio de tipo experimental con piezas quindrgicas del
Hospital Alberto Sabogal Sologuren. Se obtuvieron 102 laminas (34 para
cada fejido), de las que 51 se colorearon con kKumpia-eosina y 21
hematoxilina- eosina, que fue tomada como prueba patron o Gold standard.
En la evaluacion microscopica se obtuvo el calificative de 38,24 % (bueno)
y 11.76 % (regular). Tincion nuclear para kumpia. Se obtuvo 94 12 %
(bueno) v 5,58 % (regular); v 100 % (buenc) para hematoxilina.
Diferenciacion nicleo-citoplasma. Se obtuvo para ambas tinciones 100 %

(buena).

e concluye que este colorante resulta ser bueno y eficaz. Una alternativa
en la tincion nuclear tisular facil de conzeguir. En cuanto al precio del

insume, es muy comodao.
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Chan J. (2015), presentd el estudio titulado “Eficacia Antioxidante de los
Compuestos Fenolicos de la Mashua (Tropseolum fubsrosum) en la
Estabilidad del aceite de linaza (Linum wsitstissimum L)". El objetivo del
trabajo fue evaluar la eficacia antioxidante de un exiracto de compuestos

fendlicos de la mashua en la estabilidad del aceite de linaza.

La cuanfificacion de la capacidad antioxidante se realizo por el método
ABTS (Acido 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6- sulfonico).

Se concluyd gue la concenfracion de compuestos fendlicos de la fase
acetato de etilo del extracto de mashua fue de 1951 mg AGEMOD g
mashua o 5.6 mg GAE/mI: su capacidad antioxidante por el metodo ABTS
fue de 62.0 pmol TE/ml. '™

Flores C. (2015), presentd el estudio tifulado °“Evaluacion de Ia
Aceptabilidad Organoléptica v Capacidad Antioxidante de una Bebida
Alcoholica no Fermentada, Formulado con Extracto Fenolico de Mashua
(Tropaeolum tuberosum) Purpura”. El objetivo fue determinar el contenido
de compuestos fendlicos, antocianinas monoméricas vy capacidad

antioxidante de extracto fresco y seco de mashua parpura.

El contenido de compuestos fendlicos, antocianinas monomércas vy
capacidad anfioxidante, ze evaludo mediante loz métodos Folin-Ciocalteu,
pH diferencial vy 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), respectivamente. La
formulacion de la bebida con extracte de mashua fresca resulido con un
contenido de compuestos fendlicos enire 14 48 v 23.78 mg AGEMOD g
muesira; de antocianinas monomeéricas entre 3,37 ¥ 9,08 mg cianidina-3-
glucdsido/100 g muestra y de capacidad anfioxidante enfre 8,51 y 24,50
pmal ET fg muestra. Las formulaciones con extracto fendlice de mashua
plarpura seca presentd un contenido de compuestes fendlicos enfre 17,46
y 23.09 mg AGE/M00 g muestra; antocianinas monomericas enire 5,82 y
11,79 mg cianidina-3-glucosido/100 g muestra v capacidad anfioxidante
entre 14,30 v 26,02 umol ET /g muestra.
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El contenido de compuestos fendolicos de la mashua parpura fresca y seca
fusron 4 527,11 v 1 743,72 mg AGEMOD g muesira, respectivamente. De
anfocianinas monomericas 586,35 v 654,73 mg cianidina-3-glucosidad100
g muesira, respectivaments, y la capacidad anficidante de 1 831,58 v 1
421,92 pmal ET/g muestra, respectivaments, 4

Manosalva D. (2017), presentc el estudio titulado “Usc del Colorants
Matural Acido Carmminico al 10% obtenide de Dschiopiuz coccus
(Cochinilla), en reemplazo de la Hematoxilina en la Técnica de Coloracicn
Hematoxdlina-Eosina, en tejidos de rindn de ovinos, Cajamarca”. El objetivo
fue determinar la afinidad del colorante natural Acido Carminico al 10%
obfenido del Dactylopius coccus [cochinillz), en reemplazo de |Ia
Hematoxdlina en la Técnica de coloracion Hematoxdline-Ecsina, en tejidos

de rirfion de avinos, Cajamarca.

Las muesiras para kos estudios histoldgicos fueron tomadas de rinones de
ovinos sacrficados en el Camal Municipal de Cajamarca. La técnica de

inclusion en parsfina se realizo en el Lsborstorio de Embriclogia e
Histologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad

Macional de Cajamarca. La coloracion y el montaje de las muestras ==
llevaron a cabo en el Laboratorio de Histologla SENASA-Lima

El acido Carminico al 10%, empleado en reemplazo de la hematoxilina, en

la tecnica de coloracion Hematoxilina-Eosina, brinda buena afinidad de los

tejidos del ringn de ovino comprobandose una nitidez considerable, lo que
permite la identificacion de las estruciuras parenguimatosas, tejido estromal

¥ ¥asos sanguinsos. Y

Velasquez C. (2015), presento el estudio fitulade “Uso del Colorantes
Matural Carmin - Acido Carminico, Obtenido de la Cochinilla [Dachyiopius
coccuz), en la Técnica de Coloracion Hematoxilina Eosina en Tejidos de

Higado de Cwino — Cajamarca”
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El objetivo fue determinar la afinidad de los tejidos del higado de ovino al

colorante matural carmin - acido carminico, obtenido de la cochinilla
(Dactylopius coccus) en reemplazo de la Hematoxiling en la Tecnica de

Coloracion de Hematoxilins - Eosina.

Los resultados cobtenidos, muestran que los nucleos de las celulas del
higado, como los ndclecs de las celulas endotelisles, de los wasos

sanguineos del higado, tienen bfinidad por el colorante. El tejido conectivo
de la capsula de Glisson v de las trabeculas del psrénguima hepatico:

no tiene afinidad al colorante. ="

Jacobo F. (2006), presentd el estudio titulado “Determinacion de un Medio
Acuoso Optimo para la Extraccidn de Acido Carminico desde la Cochinilla
en el Proceso de Elsboracion de Carmmin”. El objetivo del trabajo fus

opfimizar la etapa de extraccion acuosa, del acido camminico para s

obfencion del carmin.

El diserio utilizado fue experimental clasico, con 5 repeficiones por cads
extrayente evaluado (2cido citrico. carbonato de sodio, acido cifrico -
carbonato de sodio y citrato de sodio). Se concluyd que con 5 lavadas se
extrae la mayor cantidad de acido carminico desde la cochinilla enters,

asimismo de los diferantes exrayentes usados se concluye que carbonato
de sodio es el mas efectivo, aportando un rendimiento de 89,83%. 7

Garzon G. (2008), presento el estudic titulado “Las Antocianinas como
Colorantes Maturales v Compuestos®. El objetivo fue ofrecer un esguema
actuslizado de las propiedades quimicas y bioactivas de las antocianinas y

de su potencial como coloranies de arigen natural.

A pesar de las wenisjas gue las antocianinas ofrecen como posibles

sustitutcs de los colorantes arfificiales, su incorporacion a matrices
slimenticias o productos farmaceuticos v cosmeticos son limitadas debido s

su baja estabilidad durante el procesamiento y 2l almacanamiento.
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21.2.

Factores como su misma estructura guimica, pH, concentracion,
temperatura, presencia de oxigenc y acido ascorbico, v actividad de agus
de la matriz determinan la estabibdad del pigrmento.

Las antocianinas son pigmentos que representan un potencisl para el
reemiplazo competitivo de colorantes sinfeticos en alimentos, productos
farmaceuticos y cosmeticos v para la obtencion de productos con walor
agregado dirigides al consurmg humano, Sin embargo, mucho hay por
aprander en cuanio a su estabilidad en matrices especificas vy a la relacicn

enfre su estructura, la actividad biclogica de los metabaolitos bicactivos, los
sfactos sinergicos v las dosis efectvas. ¥

Intermacionales.

Castillo 5. et.al. (2006), presentd el estudio titulado “Ensayo Preliminar
para la Obfencion de Colorantes Matursles a partir de Especies Vegetsles
Comestibles". El objetive del trabajo fue realizar un ensayoe praliminar pars
la obtencion de colorantes nafurales = partir de especies wvegetsles

comestibles.

Se realizd la extraccion de Flavonoides, los cuales son los responsables de
la coloracion de muchas flores y frutos, ulilizando como muestra el haollejo
de la Uva (\itis vinfera), los frutos de |la Fresa (Fragaris vesca) y de ls
Mora (Morus nigra), mediante los metodos de extraccion Soxhilet y
Maceracion con diferentes solventes, llegando a la conclusion de que el
mejor metodo v solvente para extraer este tipo de colorantes es el Soxhilet
con solventes alcohol efilico y aleohol etilico acidificado, ya que en estos sa

observaba una mayor extraccion del colorante y mejor estabilidad,
zaleccionandose estos exdractos para realizar el meétodo de secado al vacio
y prusebas microbiclogicas. Asimismo, & mefodo por Maceracion no se
considera adecusdo para obtener este tipo de colorantes, ya gque no se
realiza una completa extraccion del misme v el proceso requiere de mucho

tiempo. "
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Poma L. et.al. (2017), presento el estudio fitulado “Efecto Antimicrobiano
del Extracte de Cubio (Tropgeoium fwberoswm) frente a Listeria
monocytogenes en Carmme de Hamburguesa®™ El objetivo fue evaluar la
capacidad antimicrobiana del extracto del tubérculo Tropaeolum tuberosum
(Cubio o Mashua) sobre Listeria monocytogenes in vitro v aplicado a un

producto carnico (carne de hamburguesa).

Se sometieron los Cubios a un proceso de liofilizado, la extraccion se
realizo por medio de centrifugacion usando como solvente etanol al 70%,
se extrajo el disolvente por rota evaporacion v se completo el proceso en
estufa a 40°C por 24 horas. Se determing la minima concenfracion
inhibitoria en un estudio in wvifro, obteniendo gque el exiracio en
concentracion 1:2 v 1:4 (333 mg/ml vy 200 mg/ml) inhibio el crecimiento,
mientras que las concentraciones 1:6 y 1.8 permitieron el crecimiento de la

bacteria.

Se concluyd que el extracto de Cubio tuvo efecto antimicrobiano frente a
Listeria monocyfogenes a concentraciones de 200 mg/ml y 333 mg/ml en
las pruebas in vitro. Concluyendo gue el exiracto de Cubio puede ser un

bioconservante prometedor para la industria de alimentos. **!

Diaz L. etal. (2017), presentdo el estudio ftitulade “Capacidad
Antimicrobiana del Extracto de la parte aérea de Tropasolum tuberosum
(Mashua) frente a Staphylococcus aursus vy Bacillus cerews™. El objetivo fue
determinar la capacidad anfimicrobiana de exitractos de hojas y tallos de
Tropsecium tuberosum (mashua) frente al crecimiento de las bacterias

patogenas: Staphylococcus sureus ¥ Bacillus cersus.

El desarrollo del proyecto se realizd mediante la obtencion del material
vegetal seco por medio de la liofilizacion, seguido de |a preparacion de los
extractos etanolico y acuoso, su concentracion vy la posterior cuantificacion

de los fenoles totales para finalmente realizar la prueba antimicrobiana.
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e obtuvieron altos niveles de fenoles fotales en fodos los extractos,
superando la cantidad en equivalentes de acido galico de muestras de
ofras plantas, especialmente los de hojas, por fanto se sugiere plantear
protocolos para estudiar la actividad antioxidante de los exiractos
encontrados. Al finalizar el estudio no hubo actividad antimicrobiana de
ninguno de los extractos usados, etandlico o acuoso de talles, hojas y
mezcla de ambos frente Staphylococcus awreus, Bacillus cereus,
Escherichia coli v Candida albicans, por tal razon es necesario conocer los
mecanismos de resistencia de estas bacterias ya que algunas poseen gran

capacidad de adaptacion, supervivencia y resistencia a los antimicrobianos.
{27

Agreda M. (2009), presento el estudio titulade “Evaluacion de Seis
Métedos para la Extraccion de Acide Carminico Obtenida a partir de
Cochinilla (Dacfylopivs coccus) segin condiciones de Laboratorio”. El

objetivo fue evaluar 6 métodos de extraccion de acide carminico.

Se puede comprobar que la mejor metodologia para extraccion de acido
carminico en condiciones de laboratorio de la Facultad de Agronomia es la
extraccion de acide carminico con carbonato de potasio, obteniéndose
diferencia significativa al realizar analisis de varianza completamente al
azar, colocandose siempre como el mejor método en la comparacion de
mediasz de TUKEY, con relacion a su porcentaje de acido carminico,
porcentaje de proteinas v su pH, siendo el Onice gue cumple con los
estandares de calidad que exige la FDA, obteniéndose un 20.53% de acido
carminico, un pH de 7.58 v un 1.57% de profeina, encontrandose ausente

el arsénico v el plome. %'

Ortega V. (2011), presento el estudio fitulado “Comparacion del
rendimiento del Acido Carminico enfre dos procesos de deshidratacion de
la Cochinilla de tunas cultivadas en Guano®. El objetivo fue deshidratar la

cochinilla para obtener un mayor rendimiento de acido carminico.
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Se compard el rendimiento del acido carminmico entre dos proceso de
deshidratacion de la cochinilla de la tuna, obteniendo asi por estufa de aire
caliente los rendimiento mas altos de acido carminico son de19.05% a
temperatura de 51°C- 60°C y por 8h, seguido por la deshidratacion a 4h en
las mismas condiciones de temperatura de deshidratacion con un
porcentaje de rendimiento de acido carminico ce 18 16%, mienfras que los
valores mas elevados del rendimiento de acido carminice por exposicion
directa al sol son los valores obtenidos en un tiempo de & dias
presentando un porcentaje de 14.06%, concluyendo que el mejor métodao
de deshidratacion es el de estufa de aire caliente por un periodo de Shy a

un rango de temperatura de 51°c a 60°C. "

Tellez A. (2010), presento el estudio titulado “Solubilizacion y Estabilidad
de las Microemulsiones del Colorante Matural Meocandenatona®. El objetivo
del trabajo fue determinar la solubilidad vy estabilidad de las dispersiones
del pigmento natural Neocandenatona en presencia de fensoactivos vy
ciclodexirinas y aditivos wtilizados en la indusiria de los alimentos en

soluciones acuosas.

El trabajo se desarrolld en varias etapas. En la primera etapa de obtuvo el
pigmento MNeocandenatona v se determing su pureza por cromatografia de
liguidos de alta resolucion (HPLC). Posteriormente se determind su
solubilidad a en diferenies disolventes organicos v en mezclas de
etanolfagua en los cuales presenta cierfa solubilidad. Se concluyo qgue la
Meocandenatona puede solubilizarse en agua mediante el uso de
tenszoactivos vy ciclodexirinas. La estabilidad y la solubilidad de las

soluciones obtenidas depende del tensoactivo ulilizado v del pH del medio.
{38]

Amoyo G. etal. (2010), presento el estudio fitulado “Aplicacion de
Productos Derivados del Insecte Dacfylopivs coccus Costa (Homoptera,
Dactylopiidae)”.
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El objetivo del trabajo fue difundir la aplicacion del inzecto grana carmin y
los productos derivadoes del mismo en el tefido de una tela de algodon. El
método de tefido mas ufilizado a nivel artesanal son el pre-mordentado,
meta-mordentado v pos-mordentado. El pimero consiste en mordentar la
tela antes de ser tenida y fue el métedo ufilizado en la investigacion. La
aplicacion de los productos obtenidos del insecto grana carmin provee de
muchas ventajas al indusfrial, de entre ellas obtener un valor agregado del
producto, por ser éste de procedencia natural. Asimismo el uso de este

colorante protege al medio ambiente v |a salud del ser humana. %

Gonzales M. et.al. (2011), presento el estudio fitulado *“Técnica de Tincion
de estructuras Flingicas con colorantes Vegetales como una Alternativa no
Contaminante”. El objetive fue demostrar el uso de colorantes vegefales
como alternativa para tefir estructuras fingicas. Se desarrollo una técnica
de tincion para estruciuras fingicas con colorantes vegetales solubles en
agua usados en la industria de alimentos tales como el rojo allura N® 40
(16035) v azul brillante N® 1 (42090). Para la mezcla de cada colorante se
utilizd 1 mL de rojo de allura N® 40 o azul brillante N® 1 mas acido acetico
(10 mL) v glicerina (15 mL) en 75> mL de agua destilada estenlizada. Para la
preparacion de laminas se ufilizaron celonias de varios tipos de hongos y

Chromistas que crecian en sustrato natural o en medios agarificados.

Loz montajes preparados con rojo allura y azul brillante fueron comparados
con laminas preparadas con colorantes usados en el diagnastico rufinario
de hongos como son azul de anilina y fucsina acida en lactofenol. La
tecnica desarmrollada es simple, segura, con productos de facil obtencidn
y también puede ser aplicable a ofros organismos como Chromistas.
Ademas, resulto confiable, no costosa, no foxica, con alta capacidad de
tincion y con larga durabilidad. La técnica constituye una buena alternativa
para fines didacticos, de investigacion y lo mas imporiante es que no es

contaminante, va que los reactivos son inocuos al humano vy al ambiente.
B2
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2.2. Bases Teoricas.

2.21. Aspectos Botanicos de Tropaeolum tuberosum.

2211,

Historia.

El Tropsecium fuberosum (Mashua) es un fubérculo que se halla en los
Andes desde Colombia hasta el noroeste de Argenting, las evidencias
arqueologicas sugieren que sus tuberculos ya eran consumidos desde
hace mas de 7500 aros. Se sabe poco sobre el historial y la dispersicn

de sus culfivos. '

La primera evidencia argueologica de la Mashua data 650 - 1350 afos
despues de Cristo (Perzall 1982) en los sedimentos de las cuevas de
Huachumachay, ubicadas en el valle del Jauja, Penl. Scbre la base de
los usos y creencigs medicinales actusles en tomo a la Mashusa, asi

como el uso de la planta como omamento en el noreste de Argentina
{Fermandez 1873, Hermann 1882}, Johns et al. (1882) sugieren que Is

Mashua tuve un lugar significatiyo en el pasado distante por razones

distintas a la alimentacion, v gue su domesticacion puede estar

relacionada con su importancia como medicina.

En la ceramica Mazea, == encuenfran bellas representaciones

inequivocas de Mashua, lo que sugiere que, a pesar de ser un cultivo
de sltura. también era bien conocido en las zonas costeras del Pend. La
primera referencia historia de la planta aparece en una cronica citads
por Yacovieff y Herrera (1835). La Mashusa, bajo sus nombres comunes
y alternativos “anus" v “masuas”, es tambégn descrita mas adelante por
Garcilaso de la Vega (1868). '

Bernabe Cobo (1856), describe los efactos anfisfrodisiacos atribuidos =

este tubérculo, y como estos fueron explotades por el ejército Inca para

mantener a sus soldados tranguilos. Mucho mas tarde, Ruiz y Pavon

(1802} hicieron la primera v todavia valida descripcion botanica. '
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Excavaciones arqueclogicas en la cueva de Huachumachay ubicada en
el valle de Jauja en Perl encontraron sedimentos de Mashua que
datan de 850 - 1250 D.C., siendo los restos mas antiguos encontrados
de la planta. [Grau Alfredo, 2003). Representaciones de |la plants en
ceramica estan presentes en la culturs Nazea, que datan d= 1000 D.C.
[Grau Alfredo, 2003}, lo gue pone en evidencia la importancia de s
planta, fuera de sus propiedades alimeniicias, para los pueblos
ancestrales. El origen exacto de la planta s inciero por |a falta de

registros e investigacion arqueoclogica. ' * '

Etnobotanica.

La= creencias sobre los usos medicinales de la "Mashuz" son bastants

diversas, pero se sugieren algunos aspectos como:

Garcia Barriga {1975) informa que en Colombia los fubsrculos =a
consideran diurgticos; relajan la vega; disuehe los caloulos renales v
s usan para tratar el dolor renal y ofras enfermedades renales.
Soukup (1870} v Oblitas Poblete (1862 informan usos similares en
Perl y Bolivia, respectivaments. Garcia Barriga {1975) también informa
que los tuberculos son efectivos para tratar enfermedades de |z pisl
como 2l eccema y el herpes. Valdizan y Maldonado, (1822} imforman
que en Peru las flores se usan para las manchas Mempeines’) en la
cara y Obfitas Poblete {1959) reporta que los tuberculos se usan para

tratamientos de las Ulceras cutaneas causadas por insectos fropicales.

Los isotiocianatos presentes en Tropaeolum fuberosum (Kiaer =t al
1278}, == le ha reporiado propiedades antibiclicas. Asi como los
glucosinolatos son insecticidas (Sehgal v Ujagir, 1877, Blau =t al.,
1878). A. Camino [(1877), considera las propiedades anfifungicas e
insecficidas de |a mashua. Oblitas Foblete (1958) informa que se uss
para iratar enfermedades neniosas, como un expecioranie y como wn
remedio contra la tos; v para combstir la policitemia (Fuchs, 1972). 17
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En el departamento de Ancash, en el centro del Perd, Vasquez Varels

(1852} registra que |la "Mashuga" == considera alimenioc para las

mujeres. Los hombres se niegan & comer estos tubérculos porgue

creen que hacerlo produce impotencia.

2213, Sinonimia.

|

Acorde con (Grau Alfredo, 2003), |a palabra Mashua o Maswsa es da
ongen quechua v su significado se ha perdide a fraves del tempo. A

confinuacion, una variedad de nombres para llamar a la Mashua:

TAELA N* 01: SINONIMIA MASHUA

FORERE [ERGUEIE | REGIOHIFATE | REFEREHCIE
MlEusU - Feru | FTEREES
i LIt L Feru Candenas ThEn
Apalls Cuechiug Lrlreea Candenas 1580
ALINATA TS [T Feru Herrers 1541
Lapuchinka , e .
hiherass Partugues Fariugal Sénchezfdonge 1561
Capucme lubfreuse Fraraces Francia Sdncherfdonge 15561
Loubas E=pana Laoliormbea Pares Arbelaes 1947
=allu gallu . Lalornbies Spame ¥ Andersan 19591
Isani AYITIATS o T =] Candenas 1585
L i ] Lascant 18594, Espinosa at al.
Mlapua E=pafial Ecusdor 1907 Pasfin 1084
. . Tapia o4 ol 19496, Espinosa el
[ FOe g TR Ot Ecuador al 1097 Estrela 1988
[ T - Heru Herrers 1241
[t FE PRI Expafial Eruador Lessane 1294, Patifa 1964
M ivsics E=giafial Calombia Puasrez Arbelgesr 1947
Mivwas E=pafial Caolirnbia Pares Arbelaes 1947
Cleagqusana Cuechiusg Caalreia Cardenas 1280
Pare Gueamibiano Calombia Flabifis 19564
Paruaniss b ,
5 F ? ] -~ ~
P Wesrnadn flamania Sdncherfdonge 15561
Larea)jo Mackenal da
P Paer Caolornbia el sur Ineesligaciin 1989, Pating
1964
e . . Hemanm 1552, ohservaoan
Saiha Aymara furpentnasdupy ]
persanal
Tropealo del Perd Hadiano Haslias Sénchezddonge 15961
Tuber nasiurium Inglees Reino unido Sénchazfdonge 1561

Elaborado par: Pablo Raberto Almeida Chermes.
Fuenfe: (Grau AHlrada, 2003).
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2214, Tazonomia.

La Mashuas es una planta andina que pertenece & la familia de las

Tropaeolaceae, gque es un grupo peqgueno, pero bastante homogéneo
de especies herbaceas, que en su mayona son trepadoras. Esta familia
incluye tres generos, de los cusles 2 de ellos son totalments
restringidos & la region de la Patagonia. El generc mas grande es el
Trophasastrum, gue confiene cerca de 28 especies, distribuidas desde
al sur de Maxico hasta America del Sur (Sparme v Anderson, 1991}, %

La capacidad para la formacion de tuberculos, esta presente en todos
los geéneros de la esta familia. Asi pues, se han enumerado,

positivamenie, todas las especies como formadoras de tuberculos, ™

Al respecto scbre la Mashua o Tropsecium fubsroszum, esta especie
fue descrita por Ruiz v Pavon (1802) en =u magnifica obra “Flora
Peruviana ef Chilensis”, en la cual por primera vez disron 8 conocsr

un relato detallado e ilustrado da la especie. ™™

TAEBLA N° 02: FAMILIA TROPAEOQOLACEAE

Be axliende desde Centro hasts Sudaménica, los fres géneros de la famila forman
fubsrsidos

Trophasastrum Magallana C.v Tropasalim

El género mas grands da la
famibka, con mas de 56 especies
disiribuidas  desde @ sur  do
o Méxica hasta Sudamérica

Ubicada unicarmenbes Ubicada micamerile
Ura e askas BEpIECIEs,
Tropasom ubercsum (Mashua)

fue descrils por primers ver sn

en s Patagania. #n la Pabapgania.

1802 par Fuiz y Pasdn en su obra

“Flora Peruviana y Chilensis”,

Elabarsdo par: Pablo Roberto Almweics Chermeg
Fuapfa: {Gray AHreda, 2003
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2215

2216,

En cuando a la clasificacion taxondmica la Mashua, es la que sigue:

Division: Espermatofitas
Subdivision: Angiospermas
Clase: Dicotiledoneas

Superorden: Dicifloras

Cirden: Geraniales
Familia: Tropasolaceae
Genero: Tropasaium
Especie: Tropaeclum fuberosum R ef P

Distribucion Geografica.

Su cultivo =2 concentra & partir de los 1500 hasta los 4200 metros

sobre el nivel del mar (mos.num.) y su distibucion geografica va desde

Colombiz hasta Bolivia. Es una planta gue soporta bien el fric
Considerando que este fubercule s= encuentra cullivado en las

regiones andinas de Bolivia ubicadas a 3.900 metfros sobre &l nivel del

rmar, pusde soportar tempersturas elevadas y crecer en suelos pobres.

En la= regiones de Perd {Ayacucho, Cajamarca, Huancayo, Cuzco y
Puno) se cultiva a 3.000 m.s.n.m. En Balcarce, Argentina, se la cultiva
a sfturas gue estan entre los 2.800 v 3.000 metros scbre al nivel del

rngr. 14 28l

Descripcion de la Planta.

La Mashus s una planta anual, de follaje compacto v flores con cinco
sépalos rojos vy cinco petalos amarillos. Se presants de una forma muy
compacta con 1 centfimetro de diametro que, cuando alcanza una altura
de enfre 20 v 80 cm, produce fuberculos cuyo color varia entre el

blanco, amarillo y anaranjado. '“"!
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La Mashua cruda tiene un sabor amargo, algo picante, parecido al sabor
del rabano o la mostaza. Esta caracteristica ha hecho que se la consuma
Unicamente luego de cocinarla. Al ser cocinada, elimina un compuesto
denominado isotiocianato. Las hojas de este tubérculo son muy ricas
como vegetales verdes y sus flores lo son aun mas todavia pues

contienen valores nutritivos al momento de comerlas. @7

TALLOS

Los tallos son de forma cilindrica; su crecimiento es recto o en posicion

semipostrada y presenta ciertas ramificaciones de color violeta oscuro.

HOJAS

La Mashua tiene hojas delgadas con forma redondeada de color verde
oscuro brillante en el haz y un poco mas claras en el envés, lo que les
permite tener un follaje compacto. Las hojas tienen una forma

redondeada. 28

FLORES

Las flores son de varios colores que van desde las tonalidades amarillas
0 anaranjadas hasta un rojo oscuro, con cinco sépalos rojos y cinco
pétalos amarillos. Tienen entre 8 y 13 estambres y el tiempo en que las

flores permanecen abiertas es entre 9 y 15 dias. 28

TUBERCULOS

Son coénicos, alargados y de yemas profundas; miden entre 5y 15 cm de
largo y poseen una textura arenosa debido al elevado contenido de

carbohidratos y agua. Sus colores son variados, tales como el amarillo,
anaranjado, blanco, rojo, morado, gris y negro. Su sabor es picante. @
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La Mashua cruda fiene un sabor amargo, algo picante, parecido al
sabor del rabano o la mostaza. Esta caracteristica ha hecho que se la
consuma unicamente luego de cocinarla. Al ser cocinada, elimina un
compuesto denominado isofiocianato. Las hojas de este tubérculo son
muy ricas como vegetales verdes y sus flores lo son adn mas todavia

pues contienen valores nutritives al momento de comedas. *™

TALLOS

Los fallos son de forma cilindrica; su crecimiento es recto o en posicion

semipostrada y presenta ciertas ramificaciones de color violeta oscuro.

HOJAS

La Mashua tiene hojas delgadas con forma redondeada de color verde
escuro brillante en el haz y un poco mas claras en el enves, lo que les
permite tener un follajg compacto. Las hojas tienen una forma

redondeada. %

FLORES

Las flores son de varios colores que van desde las tonalidades
amarillas o anaranjadas hasta un rojo oscuro, con cinco sépalos rojos y
cinco pétalos amarillos. Tienen entre 3 v 13 estambres y el tiempo en

que las flores permanecen abiertas es entre 9y 15 dias.

TUBERCULOS
Son conicos, alargados v de yemas profundas; miden entre 5 v 15 cm
de largo v poseen una textura arenosa debido al elevado contenido de

carbohidratos y agua. Sus colores son vanados, tales como el amarillo,

anaranjado, blanco, rojo, morado, gris y negro. Su sabor es picante. '
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Figura N° 01: Fanta Tropeeoum LSemsem Figura N° 02: Flor de Qashue
Fuente: Espin © (2013) 7% Fuente: Espin C. (20439

] y
\.
\. .

Flgura N° 02: Tallo y Hojac. Figura N° O4: Tubdrouo de Mashiua
Fuente: Espin C (2013) %% Fuente: Suqulanda M. (2018) ¥

Figura N® 0&: Tubérculo de ifashua Negra
Fuente: Inostroza L etal (2015) ¥
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221.7. Vanedades Mativas.
En ofros paises como Bolivia se han reconccido mas de 100
varedades de mashua, En el Penl este tuberculo =& lo clasifica segun

su coloracion, =

TABLA N° 03: VARIEDAD DE LA MASHUA NATIVA

+
WARIEDAD DE MAIZHUA HATIVA COLOR
Do lxafa Flama
Chiara |zafio kapro
Chupica |=afo Raja
Chesche |zafo fonanlks can ajos azukes
Izafio furnarilla
Wilaachasquir [zafa Amarilo con rayas rojes

Fusapfe: {Balirdan Andeds, 20174, =0

2.21.8. Composicion Quimica.

La composicion quimica del Tropaeolum Tubercsum s presents en la
Tabls N® 04, Con estos walores estsblecidos, se demuestra gue |a

Mashus es wno de los tubérculos con mayor cantidad en porcentajes
nuiriivos, ya gue posee un alto contenido de proteinas, carbohidratos,
fibras y calonias, las cusles son una fuente de calor, energia, incluso

supera con su vakor nuintivo a algunos cereales y a la papa.

Mas que nada es un producto con un alto contenido de almidon, un

balance apropiado de aminoacidos v gran fuente de vitaminas como la

B y C. 51 bien su ssbor es conocido por su amargor, los valores

nuiritives son muy propicios para la alimentacion diarig. &7 618 #4612
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TABLA N° 04: COMPOSICION QUIMICA DE LA MASHUA

+
E&SE HONMEDAD E&SSE SECA |
sk I E TR [P oo Promedio Promsdlo
Humedad (%) SEI0 EEI i Hi 4 HE S -0 _—
iCarbohidratas (g) 9.5 11
Frateiras gl 1.13=2 835 1.5 1.6 BH-15 11.4
Erasa 1g) .G ni=1.4 4.3
eniza {g) 0.50=-1 {d [HE] 4285 =
Fibra ig) W] + H-Hn
AzLcares [g] BoAl =108 —_—
Fatasic () 128108
Foatoro (9) L= H 24 4 B I
iCakeE (g 12 I _ 1]
Hiema 1g) —_— 1.0 1.2 —_— N
Vitamina & (mg) — 1.5 — 214
Tiamina [mgj _— L] W] B 1]
Fibaflwana (mg) _— a1 U0 R — 057
Mcing (ma) —_— ES [ —_— 4.3
Wilamina L (mg) ] Gy B 476

Fusnssg; i& T % H, 35 43 57

2.2.2. Aspectos Entomologicos de Dactylopius coccus.

2221,

Historia.

A pesar de su larga historia de uwuso por el hombre, la familis

Dachdopiidas &5 un grupo poco conocido v gran parte de la informacicn

disponible es inexacts & incluso anecddtica. “*!

De ascuwerdo con las Ulimas revisiones la familia comprende solo el
genero Dacfylopius con nueve especies, fodas de origen americano,
sesiles v especialisias en cactaceas del genero Cpuntia. Una de estas
especies, Daclylopius cocous, == encusnira tanto en Mexico como en
Perl, v ha sido utiizada como fuente de colorantes naturales por los

indigenas de ambos paises desde tiempo precolombinos.

El origen v la distribucion disjunta de Daclylopiuz coccus ha sido motivo
anfiguo de polémica v controversia entre arguedlogos e historiadores

151}

tanto en Mexico como en Perd.
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2223

Las evidencias mas antiguss del uso del imsecto como fuente de
colorante se han enconfrado en textiles de la cultura Paracas, en Perd,
anteriores a |la era cristiana, en tanto que las evidencias del cultreo y
aprovechamiento sistemnatico del insecto =2 encuentran en Meaxico en

establacimientos de |a culiura Tolteca de alrededor del siglo X, =V

Historia de la Cochinilla en America del Sur

La cochinila parece hsber =ido utiizads en Perd hace
aproximadamente 1500 arfos y en Mexico hace 1200 afos. Los
primeros hilos de color rojo en Perd datan de alrededor del 2000 a. C.
pero estos fuercn teriidos con las raices del relbun (Relbunium spp).
una planta estrechamente relacionada con la rubia (Rubia spp), una
plants eurcasistica perteneciente a la familia de las Rubiacese, mas no
con la cochinilla. Sin embargo, los primeros tefidos con cochinilla
aparecen primerc en &l sitio de enterramienio de la culturs Mazcs
excavado por Lothrop v Mahler, que databa de los anos 450-850 d.c.,
en el area de Ayacucho desde el ano 750 d.C. en adelante y esto
precede al extenso cultrvo de la cochimilla por la culiura Tolteca en
Mexico desde el anc 300 d.C. Rodrguez y Niemeyer muesiran que
Pery habia estado comerciando con &l sur de Mexico a fraves del mar
durante umos 2000 anos (desde 1450 a.C.). La mandioca dulce y el
malz tiemo se envisban desde Perd a Mexico a cambio de los
sguacates vy chiles gque wviajsban de Mexico a8 ks Andes. Esto
probablemente explica la adopcion de la cochinilla por parte de Mexico

hacia Pery. %=1

Etnoentomologia.

La cochinilla tenia un gran valor en la época prehispanica: “Con grana

& pintaban las prendas de |a alta sociedsd, debido a la importancia del

color rojo en esa epoca. "
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Antes de la conquista espafola, los pueblos Aztecas, Mixtecos y
Zapotecas de México y los Incas del Peru, habian desarrollado formas
sofisticadas como el tejer en telares de cintura. Junto con esta
produccion de textiles vino el desarrollo y la practica de tincion y tefiido.
Documentos escritos por conquistadores y personajes religiosos
comentan la habilidad de los nativos del Nuevo Mundo en el uso de

pigmentos naturales. “0-
Tejidos Tefiidos en Peru

La datacion por radiocarbono ha establecido que los humanos ocuparon
las regiones aridas y arenosas de la costa del Pacifico del Peru ya en el
afio 6000 a. C., y se establecieron en el altiplano andino en el 2000 a. C.
Los ocupantes de las regiones aridas del Peru estaban familiarizados
con el hilado de fibras de agave y el algodén que trenzaban y decoraban
con patrones geométricos frotados con polvos colorantes. La tecnologia
del tejido se desarroll6 hacia el afio 2000 a. C., y se detectd la presencia
de tintes en textiles que datan del nacimiento de Cristo. El uso de
colorantes aumentd con la domesticacion de los camélidos (alpaca y
llama). Por el 300 a. C. y con el uso de fibras cameloides, se lograron

grandes avances en la aplicacion de tintes y técnicas de tintura. ¢4

A lo largo de la é&rida region costera del Peru, las civilizaciones
preincaicas usaban tintes desde el afio 500 a. C. La informacién derivada
del analisis de colorantes en textiles peruanos antiguos revela la
presencia de tintes de cochinilla e indigo y justifica este uso por parte de
los preincas. Los cronistas incas, que escribieron alrededor de 1530,
dieron informacién sobre el tefiido y la recoleccion del insecto productor
de cochinilla en el Perd. No se ha probado la domesticacién del insecto
productor de cochinilla en el Peru, pero gracias a los cronistas se sabe

que, de su tamafio, que segun se informd era del tamafio de un frijol. ¥4
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2223,

2224

Sinonimia.

Si hacemos caso de Sshagun, uno de los primeros hombres en

registrar de forma mefodica los recursos naturales de Nueva Espania, el
primer nombre con gue se ke conocio a la cochinilla por parte del
europec fue el vocablo nahuatl Mochezth, cuyo significado es “Sangre
de Tuna". Sin embargo, lama la stencion, que en ese mismo periodo
termpranc se ke agrego el nombre de “grana” para ser conocida como

“Grana Mochezdli®. #7

El segundo de los nombres con que s conoce al insecto: “cochinilla®,
a5 el gue puede generar un poco mas de polémica, ya gue, existen
autores que senslan su procedencia igualments de |z lengua |ating,

especificamente de "Coccinum” gue significa “escarlata”™ "

Ofras culturas mescamericanas habian acunado un término para
denominar al insecto como “Induco” entre los micdecos, o bi-yaa entre

los zapotecos, los cusles numca ganaron tereno endfre los demas
términos, a pesar de provenir de culturas del actual estado de Oaxaca

— Mexico, lugar por excelencia para |la cria del insecto. "

Taxonomia.

La Cochinila == denominaba en |z época Fre-hispanica como
Mocheztli, termino nahustl gue significe “Sangre de nopal”, el cual
servia para designar al insecto y al colorante que produce, desds
entonces su clasificacion ha sido continuamente miodificada; Linneo Ia
llama Coccus cacti en 1758, mas tarde Burmeister en 12832 |la describio
como Pseudococcus cactl, pero mas de 100 aros antes, en 1335,
Costa va la habia dasificado como Dachyiopius coccus. Este nombra ==
ha mantenido en Panl hasta nuestros dias bajo ka siguients sistematics

EEgﬂn [EF- ]
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22326,

Reino: Animal
Phyllum: Anthropoda
Subphyllum: Mandibulata
Clase: Insects
Orden: Hemipters
Suborden: Stemarrwynicha
Superfamilia; Coccoides
Familia: Dactyloppiidaes
Genero: Dactylopius
Ezpecie: Dachydopius cocous

Distribucion Geografica.

A nivel mundial, Peni es el primer productor de cochinilla, abastecs el
80% de las necesidades mundisles. El Peru produce todo el anfo
Cochinilla, el cusl confiene en promedic un 12 — 22% de acido
carminico. Las principales regiones producioras de cochinila son:
Ayacucho, Apurimac, Huasncavelica, Lima y Arequipa. La mayor
produccion de tuna en el pals es silvestre. La region Arequips ==
mantiene como &l primer productor nacional y exportador de cochinilla
a nivel mundial. En el 20186, el pais exporto 4 mil toneladas por un valar
de 117 millones 200 mil délares y el 85% de esta produccion salio

4r &5

desde las pampas de La Joys.
Descripcion del Insecto.

El Dactylopiuz cocous es un insecto que se instala, como parasito, en
las hojas de |a tuna, su slimentacion es de tipo fitdfago, se nutre da I
zavia a fravés de un estilete bucal por medio de largas frompas,
cuando son separadas de su huésped original, no vuelven jamas s
adherirse, necesita un cima seco y calido para desarrollarse, es
explotado por su capacidad para producir colorantes naturales basados

en &l acido carminico. 75
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La cochinilla hembra que mide aproximadamente 6mm. Es materia
prima para la fabricacion del colorante rojo natural que se encuentra
como sustancia de reserva en su inferior, llamado comercialmente
Carmin, por contener el acido carminico en su cuerpo. Su reproduccion
se realiza en la misma tuna, donde se aloja formando colonias. Llega a
poner de 400 a 600 huevos, tiene un tamano variable en mm, al poner
loz hueves excreta una materia blanca cerosa que cubre a éstos y que
constituye una placa protectora contra el sol v las lluvias y apenas se
mueve en las hojas. Tiene forma de grano rgjizo negro, de aspecto
granular, de forma mas o menos oval, arrugada, convexa y con algunas
estrias, el color varia entre gris y negro cuando se ha eliminado la capa
de cera gue los recubre. Las hembras son la fuente de acido carminico,
materia prima para la produccion de carmin, colorante natural que al no
ser toxico, el tinte que de ella se extrae se usa en |a industria como
colorante (E-120) de una gran variedad de productos: cosmeéfica,
alimentacion, textiles, farmacéutica, winos, etc, vya que
convenientemente procesado proporciona una variada gama de
colores: violeta, naranja, rojo, gris y negro. El colorante natural que se
extrae de |la cochinilla, contiene dos sustancias: el carmin v el acido

{56, 6E]

carminico, que son inocuos al hombre.

Huevos: Son ovalados de superficie lisa v lustrosa semitransparente al
estado inicial, presenta un color rojo vive a morado lila, su tamano varia
de acuerdo al piso ecolégico de habitat, siendo de 1mm de longitud por

0.5 mm de ancho.

Estados Ninfales:

Ninfa I: Es conccida como minfa migrante v luego es fijada a la penca,

es de forma oval con setas modificadas, presenta un color rojo, su

tamafio varia en tunas bajo riesgo siendo e 0.8mm de longitud por

0.4mm de ancho. &% 79
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Poszee antenas, patas y ojos, se moviliza en este estadio buscando en
la penca un lugar de fijacion hasta ser adulto v morir. Es de forma
owvoide de color rojo oscuro v lumincso, que es cubierio de una cera

pulverulenta de color blanco.

En esie estadio permanece fija, con peqguenas excepciones gue
tienden a desplazarse. Su tamano varia segin las condiciones de la
planta de la tuna, siendo de 2.5 mm de longitud por 2 mm de ancho.
Posee antenas y patas reducidas diferenciandose por estas

caracteristicas de la Minfa 1. =%

MNinfa Il: Muda, para convertirse en hembra adulta.

Hembra adulta: Es de forma ensanchada en la pare vertebral
(Owoide), de color bruno, rojizo, lustrosa de consistencia blanda que

cubre una sustancia pegajosa de color blanco.

Su tamano wvaria segun las condiciones de clima y del periodo de
reproduccion. Mo presentan alas, posee un aparato bucal gque cumple
el papel de chupador con el gque se fijan en las pares verdes de |a

pPENCA.

La vida de la cochinilla hembra esta en un promedic de 130 dias,
redliza dos mudas antes de llegar a su madurez, la primera a los 25
dias de nacida v la segunda a los 50 dias. Su madurez sexual se
produce a los 100 dias de su nacimiento, siendo su postura promedio
de 20 dias dependiendo de la altitud ecologica de su habitat v despues

lentamente muere. ¢
Macho adulto: Ez mas peguefio gue las hembras, presenta un par de

alas, antenas bien desarrolladas vy patas delgadas que vuelan de planta

en planta. Su cuerpo es de color rojizo, con ligera pulrerulencia cerosa.
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Figura N¢ 08: Ciclo del Dachyoslus cozcus
Fuente: Colla N 2015 45

Figura N° @7: Dactylcoius coccus en Nopal (Opuntia)
Fuents: Gaicia M. [2014) %0

2227. Tipos.

Existen dos fipos de cochinilla, silvestre y fina. La silvestre es un

complejo de ocho especies gue crece como una plags en las huertas
de nopal. Su colorante es de mala calidsd y de baja concentracion. '
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Se distingue de la fina porgue su cuerpo esta cubierto de una madeja
de “Algodoncille” blanco en wez del polvo de la cochinilla fina, La

cochinilla fina s distingue porgue su colorante es de calidad. °

Composicion Guimica.

La composicion quimica de la cochinilla esta definida por las grasas,
las ceras, 2l agua, las cenizas, las sustancias nifrogenadas y el agents
colorante, el acido carminico. Una cochinilla de calidad aceptable para
el proceso de elaboracion del carmin, debe contener entre 12 v 25% da
gcido carminico. En Pend la cochinilla presenta enfre 18 — 22% de

acido carminicg, V98 68

2.2.3. Colorantes.

2231,

Colar.

Es una sensacion producida en el ojo humano, segin las condiciones
de la luz reflejada por esas sustancias. El color propio de un cuerpo es
la capacidad que este poses de sbsorber una parte de ka luz que recibe
vy refieja el resto, por lo tanio, la luz posibiitz 2l acto de wer, ==
desarrolla por ondas de distintas longitudes de onda (350 nm y 780 nm)
y a diferentes welocidades, que son las que producen la sensacion que
denominamos color. El color depende en gran parte de |a naturaleza da

la luz gue ilumina a |z sustancia v vara con la misma, si =& mira uns
sustancia blancs iluminada con la luz de un solo color, refleja este color
solamente, es decir, si =2 habla de tono verde la sustancia refleja el
color verde y asi sucesivamente. Hay factores que imtervienen y

condicionan el color de los cusrpos, éstos son: =30 9

&) Color local: E= el color propio de los cuerpos, en aguellas partes en
que no es modificado por efectos de la luz v sombra o por colores

reflejadas.
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b) Color tonal: Es una varante en ma&s o menos del color local,

influido generalmente por &l refiejo de otros colores. Es, por tanto,

un color complejo con muchas variantes en si mismo. Es color mas
claro de las partes iluminadas, el mas oscuro de las paries en

sombra.

c) Color ambiente (reflejado); Es el factor constante, feniendo en
cuenta, por wn lado, el color ambiental v por ofro lado, el reflejo
concreto de uno o mas cuerpos determinados. ¥

La luz visible esta formada por vibraciones eleciromagneticas cuyas

longitudes de onda van de umos 350 a umos 780 nanometros

milmillonésimas de metro). Las ondas electromagneticas que el ojo

humano percibe son: #4991

- Violets: Longitud de onda enfre 230-450 nm
- Azul: Longitud d= onda entre 450-500 nm
- ‘erde: Longitud de ondsa entre HO0-570 nimw
- Armanfo: Longitud de onda entre 570-580 nm
- Maranga: Longitud de onda endre 520-610 nm
- Rojo: Longitud de onda entre 810-750 nm.

Radicales Existentes en los Colorantes.

El colorante es wna sustancia que se aplica a cuslquier cuerpo pars
efectuar una modificacion persistente del color original v que en varias
formas de su aplicacion, pusde ser disuelic o disparsado en un fluide,
difundiéndose de este modo dentro del cuerpo a colorear, 4+

Los colorantes son compuestos quimicos de estructura compleja gue,
sagun lz teona de Wit pueden tener en su formula estructural
determinados grnupos quimicos funcionales, los cusles reaccionara con

grupos de la formula quimica de ks fibra, 4
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Estos grupos quimicos funcionales son:

Grupos cromoforos: Segun la teoria de Wi, se dafine levar un

color a la fibra, Wit observd gue todos los cromofores tienen un
grupo saturado responsasble fundamental del color v por regla
general se& necesita mas de un grupo cromoforo para gQue
aparezca el color. Las mwleculss gue confienen el grupo

|+, 45}

cromoforo se les conoce como Cromogendo.

TABLA N° 05: CROMOFOROS TIPICOS PRESENTES EN LOS

+

COLORANTES
El grupo mitro — b o
il
El grupo mitroso L
El grupo a=zo N =N

El grupo carbonilo

El doble enlace carbono -
carbono

Fuenbe: [Paredes Beanigna, 2002

Los cromaforos son sustanciss que sbsorben Is luz & uns
longited de onda, entre kos 350 v T80 nm se wvisuslizan
coloreadas. Originalmente, el téerming cromoforo se aplica al
sistema responssble de la imparticion de coloracion, pero
aciualmente implica cuslguier grupo funcional gue absorbe

radizcion electromagnética, sunque no produzca coloracion

41,458, 55)

Ejemplo: el grupo carbonilo.
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Cuando un cromoforo sbsorbe a cierta longitud de onda vy al
susfituir un grnupo por otro se causa absorcion a wna longibed
mayor, se dice que ha oourrido un desplazamisnto batocromico.
Ya cambiando la absorcion desde el vicleta hasta el mojo
pasando por & azul, verde, amarillc ¥ anarangado; el color que
percibimos s completamente del sbsorbido. El desplazamiento
en sentido condraric se demomina hipsocromico. Cuando en una

molecula estan presentes dos o mas grupcs cromoforos
separados por dos o mas enlaces simples, el efecto en el
espectro es aditivo debido a una peguena interaccion electronica

44, 45, 95)

ertre tales grupos.
Grupos auxXoCromos.

La palsbra swcocromo significa sumentar e color. Segin UIT,
los grupos suw<bcromas Son agrupaciones  atomicas que
intensifican la accion de los cromoforos y hacen que la sustancia

=d, aHj

presente propiedades fintdreas.

TABLA N° 06: AUXOCROMOS PRESENTES EN LOS

COLORANTES
El grupo amino -NH2
Los grupcs Amino
-WHE v -MHR2

sustituidos s

C1H
El grupo carboxilico O ol

™ = E

El grupo hidroxilo <H

Fuente: [Paredes Bapigna, 2002). ™
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La influencia de ks auxccromos en = desarrollo de un codor,

esta demostrada por los compuestos: fenol, anilima, nitrofenol,
nitroanilina. El fenal v la anilina contiensn grupos hidroxilos y

aming, respectivamente, pero son ncoloros. ="

FIGURA N° 03: FENOL Y ANILINA

Feusdl Sl

- s
A'\

"

o

Fuerte: [Parsdes Banigna, 2002). 150

Todos los grupos auxdcromos son dadores de electrones. Estos
grupos son responsshles de la formacion de ssles dabiles y

facilmente solubles con el fin de que el colorante pusda pasar &
la materia fextil v sea susceptble de converlir una sustancia
coloresda en un coloranmte. ™

Grupos salificables.

Estos grupos salificables le dan &l colorante la propiedad de

aciuar, convirtiendo al colorante insoluble en agua. Ejemplo:
anaranjado de metileno o dimetil amino azo bencen sulfonsto de
sodig. ="

FIGURA N® 03: AUXOCROMO — CROMOFORO -
SALIFICABLE

;N — — el — — R0k

2 b ) b= F Cae

Fuente: [Parsdes Bapigna, 2002). 150
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Las moléculas que contienen a los grupos suxdcromos pusden
ser salificables, es decir, transformadas en sales por tratamiento
con un acido (para los dervados aminados) o con una base
{para los derivados hidroxilados). Se debs hacer mencion pars
los grupos sulffonico y carboxilico que tenen por objeto
solubilizar los colorantes y permitir su transformacion en sales.

Estos grupos se llaman “logenos™. '™

2.2.3.3. Clasificacion.

Los colorantes se dnaden en dos grandes grupos:

Colorantes Artificiales.

El origen de esfos coloranfes es de sintesis guimica, su
composicion es menos compleja qgue la de los colorantes
natursles, sonm hidrosolubles, se presentan genersiments en
forma de polvo v tiemen normas especificas de pureza. Dentro
de los efectos nocivos & la sslud tenemos: alergias tipo asma.

posible efecto cancenigeno, enfermedad de |a tircides, kesiones

en el higado, hiperacidez. rinitis, urticaria, ete. %™

Colorantes Naturales.

El termino colorantes naturales se aplica & aquellos productos

glimenticios de arigen animal, vegetal o inclusoc mineral en los
cuales se encuentra de forma tambien natural. A la wez =e
consideran naturales los colorantes obtenidos de materisles
biologicos, comeo alguncs insectos e incluso los gue se forman al
calentar un alimento, como el caramelo. Por tanto, un colorante
natural son pigmentos coloreados obfenidos de materia prima
principalmente de orgen animal y wvegetsl, sungue también

puede ser de origen mineral. ==
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- Colorantes Segun su Composicion Guimica

TABLA N° 07: CLASIFICACION DE COLORANTES NATURALES

Mafurplera Cuimica Eperrplos e Prgschoemenanie
[ TeE & e AT YT
Tetrapimoien
Cacrailiy i
CanOle e Canoenoicig AT AT AN
Flamonas Bl oo
Flrvonoedes Flrsonoles Armario-Elanon
Ao Amania
AR Rioac-Anal
Aanlonas Xanbonas el
il [ T e i Fb:p-.lluaj‘r"r'l!fﬂ
indigo AZul-Roasdo
Desrivaados QoS © Indoks
Ela=ralyires h‘rﬂ'ﬂﬂ-ﬂﬂp
Pl e AT
Flararars AmankG
Fnimidinas Susiiuedas
FonOuanginas Amarilio- Ry
Feradmnas Amansg-PUrpUna

Fusnss: {Castilo 3, Ramirez 1. Paredes Banigna, 2002), & 5
2234 Coloramtes MNaturales.

Los colorantes natursles son pigmentos coloreados obtemidos de
materia prima principalmente de origen animal y wvegeial, sungue
tambien puede ser de corigen mineral. Asimizsmo =2 consideran
naturales los colorantes obtenidos de slgunos insecios e incluso los
que se forman al calentar o someter a fratamiento térmico un alimento,

Hll )

comz =l caramela.
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Hasta mediados del sigle pasado, mayorifariaments los colorantes eran
de origen natural por ejemplo: Azsfran (Obtenido de la planta del
azafran). Oroceina (Exiraido de cierfos liguenes), Cochinilla (Chbtenido
de ciertos insecios de |a familia Coccidae, Caramelo (Pasta de azlcar
hecho almikar), Clrcuma (Exiraido de un Rizoma), Rojo de Remolacha
(Extracio acuoso de la raiz de la remolacha roja), la Alizaring (Obtenida
a partir de maderas) y el indigo (De |a planta del indigo). Los colorantes
naturales son incfensivos e histologicos, enconfrandose entre los

[ LR )

empleados con mayor frecuencia, los siguisntes:

a) Indigo: Se obtiene de diverses especie de plantas del genero
indigtfera qgue contiene indican, el cual == fermenta para
producir el coloranie.

b) Cammin: S produce, mediantz el tratamiento con alumbre y
otras sales metalicas a hembras del insecto cochinilla "Coccus
castis".

¢} Orceina vy Tornasol: Se obtiene mediante el procesamiento
industrial de liguenes de los genercs: Le canora tinciors y
Roeella tinclora.

d) Hematoxilina: Estz colorante se exirae con éter de la madera
de un arbol orundo de Mexico y de slgunos paises

sudameancanos denominados Hemafowlium campechianum.

Los colorantes wvegetales conocidos también como pigmentos se
encuentran distribuidos en todo el reino vegetal & excepcidn de los
hongos. Se hallan en la naturalezs asociados con ciertas sustancias
que intensifican o modifican su color, éstss tienen el nombre de
copigmentos v pueden ser flavonas, flavoncles, taninos, acidos y otros
compuestos gue no han podido ser identificados. También son causas
de su medificacion la quelacion con iones de metsles pesados como
hierro, aluminio, el hieme (") que produce coloracion roja y molibdeno

azul pOrpura. =

50



La mayoria de los colorantes vegetsles natursles, en especial las
antocianines son anfoteros, sus sales acidas son rojas, por lo genersl,

sus sales metalicas azules v sus scluciones neutras violetas. =~

Las Antocianinas

Son pigmentos naturales propios de todas las coloraciones de las
plartas en =l rmeinc wegetsl Son pigmentos mojos y  azules
Generalmente con este vocablo designa tanto a las anfocianinas, como

g las antocianidinas o sea, al glicesidos como al glicol. ™

Las GQuinonas

Solidos cristalinos, amarillos, anaranjados o rojos, son poco solubles en

agua ¥ solubles en solventes arganicos. ™

Colorantes Minerales =

Denominados tambien colorantes inorganicos, diferenciandose asi de

los de origen vegetal v animal considerandose como colores organicos.

Colorantes de Origen Animal

Son coloranies naturales de procedencia animal. Ejemplo: la cochinila.

L= cochinilla estd compuesta por: #9545

- Acido carminico 2-10%

- (Grasa Gad%

- Cerss 5a12%
- Agus 103 11%
- Sust Mineralas 15 a 30%
- Sust Ntrogeno 15 a 30%
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2.2.3. 5. Mecanismos Generales de la Coloracion.

La mayoria de los colorantes son compuestos organicos que fienen
alguna sfinidad especifica por los materisles celulares. Muchos
colorantes  ufilizades con  frecuencia son  moléculas  cargadas
positivamente (cationes) y s combinan con intensidad con los
constituyentes  celulares cargados negativaments, tales como los
acidos nucleicos y los polisacardos acidos. Ejemplos de colorantes
cationicos son & azul de metilenc, & cristal violeta v la safranina. Otros
colorantes son moleculas cargadas negativaments {aniones) y se
combinan con los constiuyenies celulares cargados positivamente,
tales como muchas proteines. Esos colorantes incluyen la ecsing, la

fucsina acida y el rojo Conga, 155 5 59891

Ciro grupo de colorantes son sustancias liposclubles; los colorantes da
este grupo se combinan con los materisles lipidicos de la celuls,
usandose & menudo para revelar la localizacion de los depodsitos de
grasa. Un ejemplo de colorante liposoluble s el negro Sudan. Algunos
colorantes terwran mejor sobo despues de que la celula haya sido
tratada con ofra susfancia quimica, que no es un colorante por si
mismo. Esta sustancia s2 denomina mordients; un mordiente habitusal
es el acido tanicg. @7 70 70 =

El mordiente se combina con un constituyente celular v lo altera de tal
modo que shora si podré atscar el colorante. Las moleculas de
colorante forman en ocasiones precipitados o agregados que parecen
estructuras celulares auténticas, pero que son  formaciones
completarmente arificiales inducidas por el mismo colorante. Tales
estructuras == denominan artefacios, y deben tomarse muches
precauciones para tensr la segurnded de gue no nos estamos
eguivocando 8l creer que un artefacto es wna estructura reslments

existente ©9 98 5850
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223 6. Metabolitos Secundarios.

Liamados también productos natursles, no son igusles para todas las
plantas, cada planta en sus disfintos organos tienen diferentes tipos de

componentes guimicos con  efectos  terspauticos  diversos.  Los
compuestos secundarios no fienenm una funcicn sparente en el
metabolismeo primano pero =i tienen una implicacion ecclogica como
defensa contra herbivoros, vinus, hongos, bacterias, como sustancias
alelopaticas, fitoalexdnas o disuasorios nufritivos. Ciros tiemen una
funcion fisiclogica, por ejemplo los alcaloides, las pectinas gue pusden
zervir para el fransporte de nitrogeno tosdco v compuesios de
almacenamiento, mientras los  compuestos fenolicos como  los

flavonoides reslizan uma funcion como  proteciores de  rayos
ultravioletas. Existen tres intermedios quimicos principales como son el
acelil-Cod, el acido shikimico y el acido mevslonico, a partir de estos
compuestos sa  biosintetizan los prncipales grupo de productos
naturales como son los aodos grasos, anbreguinonas, terpenos.
esteroides, slcaloides, curnarinas, lignanas, efc. Algunos esqueletos de

producios natursles se biosintetzan utilizando  fragmentos gue
proviensn de mas de una ruta especifica tal 25 el caso de los
flavonoides que se forman a partir de la ruta del scetaio v del acido

shikimigg, 5!

Tipo de Metabaolito Secundaria, 1*

Los metsbolitos secundarios de acuwerdo 8 sus grupos funcionales se

clasifican en tres peries los cuales son: terpencides y estercides,

compuestos fenclicos v alcalnides.
a. Compuestos terpenoides y esteroides:

Se refiere 3 un grupo de sustancia gue tiene um origen

biosinteético comln ¥ que siguen la llamada regla de isopreno
esbozada por Wallach an 1E36.

53



La wnidad fundamental que define estos esquelstos contiens
cinco atomos de carbono multiplo; (hidrosdlos, cetonas, etc) y ==

la conoce como ISOprando.
b. Compuestos femolicos.

Comprenden los fenilpropanos v los flavonoides. Estos ditimos

se oclasifican 8 su wezr an flavonas, flavonoles, flawvanonas,

antocianinas, chaloonas y auronas.
2. Alcaloides.

Se dividen en slcaloides verdaderos protoalcaloides pssudo
glcalosdes v alcaloides imperfectos.

2237. Registrode Campo (Ubicacion geografical).

El Tuberculo Tropsecium fubercsum. Fue procadente de las alturas del

Distrito de Yanacancha, en la Provincia de Chupaca, Region Junin en
ensro del 2018, Fue identificado en el Herbano del Museo de Histona

Matural de la Urniversidasd Macional Mayor de San Marcos, El
Daciyiopiuz coccus. Se recolecto en el mes de febrere 2n el Distrito de

San Bartolome, Provincia de Huarochirl en el Departamento de Lima.

Ambas muestras fueron estudisdas y procesadas en el Laborstorio de
Fitoquimica de la Facultad de Ciencias Farmacauticas y Bioguimica de

la Universidad Inca Garcilaso de la \Vega.

a) Metodo de extraccion.

Los tuberculos fueron cosechados a los 6 meses de siembra, los

cusles fueron lavados, limpiados vy corados en fragmentos

paquenos, posteriormente == sometieron en extractor Thomias
TH-2880i | TH-26880iR y posterior filtracidn. 101724
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La Cochinillz seleccionada, fueron squellos parasitos sdultos
gue llegaron & medir mas de 7 mm de longitud por 8 mm de
ancho, medidas que nos indican que el parasito ha llegado a su
madurez. Se recolectd 500 gramos. se los coloco en bandejas

de acero guirdrgico, fueron somelidos a deshidratacion v secado

& una femperstura de 40°C por 150 horas. Al finalizar el
procedimiento, se obfuvc unm producto platesdo de buens
calidad, ="

Luego se procedic a trozar y molienda en mortero hasta obtener

un polvo fino homogeneo bien triturado, luego se pesaron 100,

se realizo el tamizado en mallas metalicas de 1/18", hasts
obtener una uniformidad del producto. Se procedio & pesar 20

gramos de polvo de cochinilla, se deposito en un beaker, pars
luego agregare 120 mL de agus desiilada esterl, se mezdo
hasta disolucidn ayudads con mechers de bunsen hasta que
guedo 100 ml de solucion final. Ambas muestras se
glmacenaron en envases de widro color ambar con taps
hermetica v se colocaron en refrigerscion (04+2°C). Hasta =u

(541, &1}

postanior uso.

22328 Tamizaje Fitoguimico

Una de las etapas inicisles de la investigacion fitoguimica, es el
tamizaje Fitoquimico, que permite determinar cualitsfivamente los
principales grupos de constituyentes gquimicos presentes en una plants
y, a partir de alli, crientar la exiraccion yio fraccionamients de los
extractos para el sislamiento de los grupos de mayor interés. El
tamizaje Fitoguimico 25 wna tecnice analitica sobre el exracto de la
planta a estudiar, consiste en una serie de reacciones guimicas de
coloracion y precipitacion para la deteccion de componentes quimicos

de determinada estructura y se confirman con |la cromatografia, =
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Los resultados del tamizaje Fitoquimico constifuyen unicamente una
onentacicn v deben interpretarse en conjunto con los resultados del

“Screening” farmacologico. = ** 37

a) Metodologia en el analisis Frioquimico, = **

Un anslisis Fitoquimico debe de comprender cuatro etapas bien
definidas:

- Recoleccion y clasificacion botanica de |a especie en astudio.

- Extraccion, separacion y purficacion de constituyentes
quimicos.

- Detarminacicn estructursl.

- Ensayos farmacolgicos o toxicoldgicos.|

b) Reacciones de identificacion. # **

Consiste en realizar una sene de reactivos, que identificar cads
metsbolitc secundaric gue esté presente an el exfracio =

imyestigar.

2.2.4. Morfologia y Estructura Bacteriana.
2241, Morfologia.

Las bacterias poseen c2lula procariota, conforman un grupo muy

heterogeéneo de organismos unicelulares sumamente pequenos. Su
tamaro pusde varias entre 0.2 v 5 um. En general, la mayonia de las
bacterias tiene una envoltura rigida demominada pared bacteriana, la
misma gque determina su forma. En consecuencia se 8s0Cian con wn
especiro reducido de configuraciones o morfologias, las cusles pusden
ser. cocos (Que significa bayas) esféricos, bacilos (Que significan

(8D, T2, ¥}

pequenos bastones) bastoniformes v bacterias espirilares.
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Los cocos gue despues de la division permanecen unidos en pares se
denominan diplococos y los que después de la division permanecen
umnidos en forma de cadenas se denominan estreptococos. Los cocos
que se dividen en dos planos y permansecsn unidos en grupos de
cuafro s& conocen con &l mnombre de fefradas, los que se dividen en
tres plancs y permanecen unidos en grupos de configuracicon cubica ==
laman sarcinas v los gue se dividen en planos maltiples v forman
grupos similares & racimos de uvas o laminas amphas se denominan

estafilocooos. '

Los bacilos, por su parte, se dividen exclusivamente a fravas de sus
gjes menores, de manera que la cantidad de grupos de bacilos es
menor que |la de cocos. La mayoria de los bacilos =2 observan como
bastomes aislados. Los diplococos permanecen wnidos en pares
después de la division, misnfras que los estreptobacilos forman
cadenas. Algunos bacilos presentan el aspecto de hebras de paja y
otros presentan extremos afinsdos v se asemejan a cigamoas. Otros

bacilos son ovalados y se parecen mucho a ks cocos, por lo gue

reciben & nombre de cocobacilos, 1™

La= bacterias ecpirilares presentan una o mas curvaturas y NURCa Son
rectas. Las bacterias que presentan el aspecto de baciles curvos s2
llaman wvibriones., COtras bacterias, llamadas espirlos, posesn uns
configuracion helicoidal semejante 2 |la de un tirsbuzon y cusrpo

relstrvaments  ngidos. Otro grupo de bacterias espirilares  ests
compuesto por microorganismos  helicoidales vy flexibles llamados

espiroguetas. '

A diferencia de los espirilos, que s& desplazan con aywda de apandices

extamos similares 2 un Iatige llamados flagelos, |las espiroguetas ==

desplazan mediante filamentos axisles gque se asemejan a flagelos,

perc estén rodeados por una vaina externa flexdble. 1™
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224 2 Estructura Bacteriana.

a. Estructura Intema.

Membrana Plasmatica Bacteriana

Es una esftructura delgada interna gue rodea el cloplasma de la
celula, esta compuesta principalmente por  fosfolipides, que
representan los compuestos gquimicos predominantes, v proteinas.
Hay asusenciz de estercles, por lo gue su membrana s mas
fiexible. Sin embargo, hay una excepcion a la regla en las
bacterias, este caso se da en el génerc Mycoplasma, gue son
bacierias sin pared celular, y gue contiensn estercles en sus
membranas. Con ayuda de un microscopic electronico, en |l
membrana plasmatica bacterisna se puede cbservar unoc o mas
pliegues irregulares de gran tamano llamados mesosomas. Las

funciones atribuidas a kos mesocsomas han sido muchas, pero an la
actualidad se sabe gue son arefacios y no representan estructuras

celulares verdaderss, 1"

Citoplasma Bacteriano

Se refiere a2 la sustancia limitada por |2 membrana plasmatica, asts
compuesto por alrededor de un 80% de agus y contiene sobre todo
proteinas (enzimas), hidratos de carbono, lipidos, iones inorganicos
¥ numerosos compuestos de bajo peso molecular. Los iones
inorganicos se encueniran presentes en concentraciones mucho
mas elevadas en el ciloplasma que en la mayoria de los otros
medios. El citoplasma es espeso, scucso, semifransparente y
elastico. Las estructuras principales comprenden una zona nuclear
(o procarion), gue contiene ADM, particulas llamadas ribosomas v

depositos de reserva llamados inclusiones.
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Es muy probsble gue los filamentos proteicos presenies en el

citoplasma sean responsables de s configuraciones bacilar y
helicoidsl de las bacterias. Asimismo carece de citoesgueleto v el

fiujo citoplasmatico. * "

Procarion o Nuclecide

En la celula bacteriana, por lo general, contiene una Umica hebra
continua ¥ & menudo de disposicicn drcular de ADM bicatenario
gue se conoce con el nombre de cromosoma bactenano. Ests
estructura ez responsable de la informacion genelica necesara
para todas las estructuras y las funciones de la célula bacteriana.
En las bacterias de desarrcllo active & ADMN repressnta hasts un
20% del volumen celular, dado que estas celulas presintetizan

material nuckear para kas celulas futuras, 1™

Ademas del cromosoma las bacterias a menudo contienen
pequenas moleculas de ADM monocatenaric, por ko general
circular, llamadas plasmidos. Estas moleculas con  elementos
genaficos exira cromosomicos, es decir gue no estan conectados
con el cromosoma  bactenano  prncipal, y s  replican
independientemeante del ADN cromosomico. Suelen contener entre
5 y 100 genes gque, =n condiciones ambientzles normales, en
general, no son indispensables para la supervivencia de la bactena
Sin embargo, en certas condiciones los plasmidos representan una
wventaja para la celula porgue pueden aportar informacion genéatica
relscionads con diversas actividades celulares, como la resistencia
a8 los antibicticos, la tolerancia a los metales todocos, e
reproduccion de foxinas v la sintesis de enzimas. Los plasmidos
pueden pasar de unma bacieria a ofra. En la actushdad, el ADN de
los plasmidos se uliliza para manipular genes en el terrenc de ls
bictecnologia. ="
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Ribosomas

Son organelos que achlan como sitios donde se lleva a cabo la
sintesis de proteinas. Para el caso de las celulas procariontes, los
ribosomas estan distribuidos por decenas de millares en todo el
citoplasma, lo que le confiere un aspecto granular. Ademas, los
ribosomas estan constituides por dos subunidades, cada una de
estas subunidades estan compuestas por proteina v un tipo de
ARM Namado ARM ribosomal (ARNr). Los ribosomas de las celulas
bacterianas difieren de las células sucariontes por la cantidad de
proteinas vy moleculas de ARNr gue contiensn; ademas, son algo
mas pequencs y menos densos gue los ribosomas de las celulas

|Bj

sLUCariomas.

For este motive., los rnbosomas bactenancs se denominan
ribosomas 705 y los rnbosomas de organismos eucarontes se
conocen como ribosomas 205 Ls letra "S5 se refiere 2 las
unidades Svedberg, que indican la velocidad de sedimentacion

relativa duranie la centrifugacion ultrarrapida. "

Inclusiones

En &l inferior del citoplasma existen diversos tipos de depositos de
reserya demominados inclusiones. Las celulas pueden acumular
cierfos nutnentes en condiciones fevorables para luege utilizaros
en condiciones adversas. Los dafos obtenidos sugieren gue las
concentracicnes de las macromoléculas en las inclusionas evitan el
gumenio de la presion csmotica gue tendria lugar si las moleculas
se encontraran dispersas en el citoplasma. Algunas inclusiones son
comunes & una amplia diversidad de bacterias mientras que otras
solo se encusnfran en una peguena cantidad de especies v en

consecuencia fadlitan su identificacion.
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Granulos Metacromaticos

Son inclusiones de gran tamano gue s2 [laman asi porque a veces

se tinen de rojo con ciertos colorantes azules, como el azul de

metilenc. Gobalmente estas inclusiones s conocen con el nombre
de wolutine. La wolutina representa una reservle de fosfato
inorganico {Polifosfato) que ls celula puede utilizar para sintetizar
ATR. 15

Granulos de Polisacaridos

Son estructuras que contienen en su inferior glucogeno y almidon,

¥ 5uU presencia se puede demosirar medianta 2l tratamiento de las
celulas bacterianas con yodo. Cusndo hay yodo presente, los

granulos de glucogeno adguieren un codor rojo pardusco y los

granulos de almidon devienen azules. =

Inclusiones Lipidicas

Son mwy notorias en vanas especies del genero Mycobacterium,
Bacillus, Azoiobacter, Spirillum y ofros géneros. Un lipido de
reserya que se we con frecusncia y es especifico de las bacterias
es el polimero &codo polibetahidroxibubiico. Las inclusiones se
detectan mediantz |z tincion de las celulas con colorantes

liposolubles, como los colorantes Sudan. *

Granulos de Azufre

Muy comun en “Bacierias sulfurosas™ pertenscientes al genero
Thicbacillus, cbtienen energis mediante la cddacion del azufre y

de compuestos relscsonados. Estas bacterias puedsn scurmular

granulos de azufre que wlilizan como reserva de energia. "
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Carboxisomas

Son inclusiones gue contiensn la enzima nbulosa 1,5—difosfato
carboxilasa. Las bacterias fotosintaticas ulilizan dioxido de carbono
como Onica fuente de carbono v necesitan ests enzima para Is

fijacicn del didxido de carbono.

Vacuolas Gaseosas

Representadocs por numerosos espacios vacios presentss en

bacterias acusticas gue ncluyen & las ciancbacterias, las bacierias
fotosintetficas anoxigénicas y las halobacterias. Cada vacuols asts
compuesta de hilerss de wvesiculzs gaseosss individuales gue
consisten enm estruciuras cilindricas huecas recubiertas por
prateina. Las vacuolas gaseosas da flotabilidad v permiten gue las
celulas permanezcan en el nivel de profundidad acuosa apropiado

para recibir una cantidad suficiente de oxigenc, luz y nutrientes, =

Magnetosomas

Son inclusiones de oxido de hierro (FesDy) producidas por warias
bacterias grammnegativas, como Magnetospinllum magnetotacticum,
que actian como imanes. Las becterzs pueden utilizar bos
Magnetosomes para desplazarse hacia abajo hasta enconfrar un

sitio de fijacion apropiado. '™

. Estructura Extema

Fared Celular

Es una estruciura compleja y semamgida responssble de s

configuracion de la celula bacteriana.
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Lz pared celular rodeas = s fragil membrana  plasmatics
(Citoplasmatica) subyacente y profege a esta membrana y al
inferior de la celula de bos cambios adversos del medic externo.
Caso todas las celulas bacterianss poseen pared celular. Su
funcicn principal consiste en evitar ks ruptura de la celula bacierians
cuando la presion hidrostatica indracelular es mayor que la presion
hidrostatica extracelular. La pared celular tambien contribuye al
rmantenimiento de ks forma de una bactena y sirve como sibo de
anclaje para los flagelos. A media gque aumenta 2l volumen de ks
celula bacteriana, k& membrana plasmatica y la pared celular sa
expandsn segun necesidad. Desde una perspectiva dinica la pared
celular recibe mportancia porgue contribuye a8 la virulencia de
algunas especies de bacterias v es el sitio de accion de algunos
antibioticos. "%

Ademas, la composicion quimica de la pared celular permite
establacer diferencia entre los principales tipos de bacterias. La
pared celular de las bacterias esta compussta por unas red
macromaolecular denominada peptidoglicanc (tambien conocida
comeo mureing), gue pusde ser una estruciura solitaria o estar
combinada con ofras sustancias. El peptidoglicano & su vez ests
compuesto por un disacando repetitive unido por polipeptidos que
conforman un losange que rodes v protege a la totalidad de s
celula. El disacarido esta formado por monosacandos denominados
M—acetilglucosamina [MAS) y acido M—acefilmuranico [MAM) ¥

emparentado con la glucosa. ' ™

El montsje de los diversos componentes del pepfidoglicanc no
tien= lugar en lz pared celular. Las molaculas altermas de MAM vy
MAS se unen para formar hilerss de 10 & 85 szucares gue
consfituyen un “esguelsto” de hidrato de carbono (La fraccion

glucano del peptidoglicana).
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Lz= hileras vecinas estan wnidas por polipeptides (la fraccion
peptidica del peptidoglicanc). Aungue la estructura de las uniones
peptidicas es variable, en fodos los casos existen cadenas latersles
tetra paptidicas, las cusles estan formadas por cuatro aminoacidos
uridos a MAM en 2l esgueleto. Los aminoacidos estan dispuestos
en wun patron shemo de formas D y L Esta disposicion es
especifica del peptidoglicano porgue fodos los  aminoacidos
presentes en otras proteinas cormresponden a ka forma L. 7 7

Glucocaliz

El Glucocaliz bacteriano es un polimero viscoso (adherente) y
gelatinoso que se encusntra localizado por fuera de la pared celular
y etz compuesic por polisacaridos, polipéptidos o ambas
sustancias. Su composicion guimica vana en las distintas especies.
En la mayona de los casos se febrica en el interior de las calulas y
se secrefa en la superhicse celular. Si la ausencia gue lo compone
esta organizada y s= adhiere firmemente a la pared celular =l
Glucocaliz recibe el nombre de capsula. Si la sustancia que ko
forma no esta organizada v se une a la celula en forma laxa, =l

Glucocaliz recibe & nombre de capa mucilaginosa. '™ ™!

Flagelos

Algunas bacterias posesn flagelos, gue consisten en apendices
filamentosos largos gue las propulsan. Las bactenas desprovistas
de flagelos se conocen como bacterias stncas. Los flagelos pusden
adopiar cuafro disposiciones distintas, lo gue determina que las
bacierias se clasifiguen en monotricas (Un flagelo polar), anfitricas
(Un ovillo de flagelos en cada extremo de la celula), lofofricas (Dos
o mas flagelos en uno o ambos extremos de la célula) y peritricas

(flagelos distribuidos en toda la extension de la c&lula). '™ ™
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Un flagelo esta compuesto por tres elementos fundamentales. La
porcion larga mas extrema o filamento, poses un dismetro
constante v contiene la proteina globular (Mas o menos esferica)
flagelina, que consiste en vanas cadensas entrelazsdas que forman
una halice alrededor de unm niclec hueco. A diferencia de lo que
ocurre en las clulas eucariontes, en la mayona de las bacterias los
filamentos no estan recubiertos por una membrana. El filamento
ests umido & un gancho ligeramente mas ancho compuesto por una
proteina diferente. La tercera porcion del flagelo es el cuerpo basal,
que fija el flagelo a la pared celular y la membrana plasmatica, '™

El cuerpo basal esta compuesto por un pegueno baston cendral
insertado en una serne de anillos. Las bacterias gramnegativas
contfienen dos pares de anillos; 2l par de anillos extermno asts
anclado a diversas porciones de la pared celular, mesniras que =l
par intermo esta anclado a la membrana plasmatica. Las bacierias
Zram positivas confienen excdusivamenta el par de anillos inferno.
Cada flagelo bacteriano es una estructura helicoidal semirngids
que propulsa la celula mediante la rotacion del cuerpo basal. El
sentido de la rotacion de wn flagele 25 horardo o anti horano
glrededor de su eje mayor. El movimiento de los flagelos de las
bacterias se produce por rotacion del cuerpo basal v =& asemeaja al
movimiento del eje de un motor electrico. La proteina de los
flagelos se denominada anfigeno H, es uUtil para diferencia las

distintas serovaredades, #% 5

Filamentos Axiales

Las espirogueiss representsn un grupo de bacteriss con une

astructura ¥ una matilidad caractensticas. Una de las espiroquetas
mejor esfudiadas es el Treponams paiidum, el agente causal de ks

[E-H

sifilis.
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Cira espirogqueta conocida es |la Bomelia  burgdorfen, el
microorganismo  gue causa la enfermedsd de Lym. Las
espirogueias ==  desplazan medianie  filamentos  axales o
endoflagelos, que consisten en fasciculos de fibrllas gue nacen en
los extremios de la celula debajo de la vaina externa y siguen un
trayecto helicoidal sirededor de la bacteria. Los filamentos axisles
estan anclados & un extremo de las espiroguefas v posesen una

estructura similar a la de los flagelos. ™ "

Fimbrias y Pili

Muchas bacterias gramnegativas contienen apendices pilosos gue
son mas cortos, mas recios y mas delgados que los flagelos y que
cumpden funciones de fijacion v fransferencia de ADM més que una
funcicn de motilidad. Estas estructuras, compuesias por una
proteina llamada piline gque describe un frayecto helcoidal
glrededor de wn nucleo cenfral, se dividen en dos tipos que
cumpden funcicnes muy distintas: Las Fimbrias, pueden nacer en
forma regular en toda su superficie. Al igual que el Glucocaliz, las
fimbrias permiten que la ceélula s& adhiera a distintas superficies,
incluidas las de otras celulas. Las Filis =on mas largas que las
fimbrias y su cantidad es solo una o dos por células. Se unen a la
pared celular bacteriana como pasc previo a8 la transferencis

intercelular del ADN, proceso conocido como conjugacion. = *"

2.2.5. Tinciones Bacterianas.

2.251. Tincion In Vivo e In Vitro.

Una tincion in wivo (fincion vital) es el procesc de ferir tejidos
vivas, Al provocar gue determinadas celulss o estructuras adquieran
los colores de contraste, se puede estudiar su ubicacion v morfologia

mientras estan desempenando su funcion. V55 #
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El proposifo mas comun es revelar detalles de |a cito estructura que
de ofra manera no resultanan evidentes, sin embarge, la tincion vital
puede revelsr sdemsas donde sperece un determinado producto
quimico denfro de las celulas o tejidos. A menudo estas tinciones son

llamadas tincicnes vitsles. S introducen en el organismo mientras las
celulas aUn se encuenfran vivas. Para conseguir el efecto deseado, el
colorante usualmente se ubliza en soluciones muy diluidas gue wvan
eptre 1:5.000 a 1:50.000. A pesar de esto las tinciones son
eventuslmente toxicas para los organismos, slgunas mas gue ofras.
Una tincion in vitro o "supra vital” involucra el coloreo de celulas o
estructuras que han sido removidas de su contexto biclogice. Se utiliza
s menudo unma combinacion de varios colorantes para revelar mas
detalles y caracteristicas de las gue se obtendrian con |2 utilizacion de

uno solo. Combinados con profocolos especificos de fijacion vy de
preparacion de muestras. Una contra tincion e una tincidn gque
consigue gue las celulas o estructurss sean mas wisibles, cuando
no == consigue que sean totalmente visibdes con la tincidn principal.
Por ejemple, & cristal vicleta tine Umicamente a las bacterias Gram
positivas en la fincion de Gram. Se utiliza una confra tincion de

safranina (que colores todas las celulas), pars permifir tambien la
identificacion de bacierias Gram negativas, '™ =

Metodo de Tincion In Vitro.

Las efapas preparstorias imeolucradas en una tincion in vitro son:

Fijacion: De por =i, esta etaps pusde consisfir en varics pasos.
La fijgcion es una modficacion de las propiedades fisicoguimicas
de las proteinas que forman una célula o tejido v que tiene por finalidad
preservar las formas de las celulas o tejidos tanto como sea posible. &
veces se puede utiizar una fijacion por calor pars matar, adherir y

alterar un especimen de modo que acepte ba tincion. '
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La mayor parte de las veces == utiliza un fijador quimico. Los fijgdores
quimicos en general causan la formacion de enlaces cruzados entre
proteinas, o entre proteinas y ofras sustancias presentes 2n la muestra,
incrementando su resistencia mecanica. Entre los fijadores qguimicos

mas comunes s& encusntran el formakdehido, etancl, metancl, efc. =

Permeabilizacion: Este paso implica e tratamianto de las calulas con
un surfactante suave. Este tipo de tratamiento tiene como finalidad

discver |z membrana celular para permitir que las grandes moleculas

de colorante puedan accader a las estructuras del inferior celular. ="

Montaje: Frecusntemente implica adherr los cortes histologicos &

un portacbjetos de widric para su cbservacion al microscopio o
analisis. El montsje tiene por finslided sumentar |z resistencis
mecanica de una muestra que de ofra manera s=ra muy fragil, para
que soporte el proceso de ferido conservando lo mas posible su
estructura original, ™ 2

Tincion Adecuada: En su forma mas simple, el verdsdero proceso
de tincion puede implicar la inmersion de |2 muesira en |a solucion
colorante, seguido del aclarsdo gue es un lavado para eliminar =l
exceso de colorante y la observacion. Muchos tintes, sin embargo,

requieren del uso de un mordiente, esto es, un compuesto quimico que

reacciona con el colorante para  formar un precipitado coloreado
inscluble. Cuando la sclucion de colorante en exceso se elimina

durante el aclarado, la tincion mordentada permanace.
2253 Tincion Directa e Indirecta.

- Hablamos de tincidn directs cuando el colorante inferaccions
directarmente con el sustrato, sin otro trataméento previo.
- Se denomina de tincién indirectz a las tinciones gue hacen uso de

un mordiente. (4151
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2254 Tipo de Tinciones.
Tinciones Simples

El proposito principal de wna tincion simple es destacar el

microorganismo completo para gue se wvean las formas vy las

astructuras celulares basicas. El colorante == aplica al extendido fijado
durante un tiempo determinado y luego se lava; a continuacion, el

portacbjetos =& seca y se examina. En ocasiones se agrega una

sustancia quimica a la sclucion para intensificar |z coloracion; este
aditivo se denomina mordiente. Uina de las funciones de un mordienta

a5 aurmentar la afinidad de una muestra biologica por un colorante; ofra
es cubrr una estructura (comio un fiagelo) para darle mayor espesor y
facilitar la observacion despues del tefido. Algunass de las tinciones
simples utilizadss con frecuencia en el laborstono son por ejemplo el

azul de metileng, = 51 508

Tinciones Diferenciales

Reaccionan de modo diferente con las distintas clases de bacterias y

por lo tanto pueden ser empleadas pars establecer una distincion entre
ellas. Las tincicnes diferenciales utilizadas con mas frecuencia para las
bacierias son la tincion de Gram vy la tfincion de acido—alocohol

Ira, B, %)

resistencia.

Tincion de Gram

Es la mas importante, es una prueba répida y sencilla, v la gque mas se
emplea para cbservar las bactenas; uliliza un colorante (violeta), un
mordiente o fijador del coloranie (yodo), un decolorante (slcohol -
acefona) y ofro colorante (nomalmente rojo, como safranina) para terir

de diferente color las bacterias gue se decoloraron en la primera fase

de tincicn. '
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La tincion de Gram permite clasficar las bacterias en graminegativas
(s decoloran con el alcohol ¥ vuelven s colorearse con el segundo

colorante, por ko que == wen rojas) ¥ Gram positivas (no se deccloran

con alcohal y siguen de color vicketa). '
Tincion de Acido - Alcohol Resistente

Es atro tipo de tincicn diferencisl, s utiliza para identificar a todas las

bacierias del genero Mycobacterium, que comprende dos patdgenos
importantes: Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae, '™

Tinciones Especiales

Se ufiizan para colorear vy  sislar  pares  especificas  de
microorganismos, como endosporas vy flagelos, v paras detectar la

presencia de capsulas. '

Tincion Megativa para Capsula

Es una fincion dificil debide a que los materiales capsulares son

hidrosclubles vy pueden desprenderse durante los lawados rigurosos.

Para demosirar su presencia se puede mezclar las bacterias en una
solucion que contenga una suspension coloidal fine de particulas

coloreadas (por lo general timts china o nigrosina) que proporcions wn

fondo que condraste v luego tenir las bacterias con un colorante simple,

como la safraning. '@

Tincion para Endosporas (Esporas)

La mas ulilizada para este fin es |3 tincion de Schaeffer—Fulton para
endosporas. 52 aplica el colorante primario verdse de malaguita a un
extendido fijado con calor y se lo calienta hasta la emision de vapores

durante slrededor de 5 minutos. ' *"
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El calor ayuwda s que el colorante atraviese la pared de la endosporas.
Lusgo == lava el preparado con sguas durante cerca de 30 segundaos
para eliminar el colorante de todas las partes de las células salvo las
endosporas. A continuacion, se aplica sobre el extendido, safranina, un
colorante de contraste, para terir las porciones de la celula distintas de
las endosporas. En un extendido preparade de modo sdecuado las

endosporas aparecen verdes dentro de celulas rojas o rosadas. Y

Tincion de Flagelos

Procadimiento tedioso v delicado que se basa en el emplec de un
mordiente v el colorante carbol fucsina para aumentar los didmetros de

los flagelos hasta qgue se tormen visibles con el microscopio optico.

2.2 6. Tincion Gram.

Es el metodo de tincion mas importante en bactericlogia. Se utiliza para la
identificacion diagnodstica de wna amplia variedad de organismos. El
mecanizmo de la tincion de Gram no se entiende completamente mas slla
de las diferencias identificables en las caracteristicas de la pared celular
enfre los organismos clasificados como “Gram positives" y "Gram
negativos”. Los organismios Gram positivos se ve gue son capaces de
refener tintes basicos a una conceniracion mayor que la especie Gram
negativa. Probablements, la diferencia mas imporiante estd en |a

permeabilidad de la pared celular durante el proceso de tincion. *' ™ 5=H7

2.26.1. Procedimisnto.

El procedimiento pueds resumirse de |a siguiente manera: una vez guea
la preparacion ha sido fijada a la lamina portsobjeto, se anade el
colorante cristal wicleta, el cual se deja en contacto por 1 minuwto y las
celulas sa tinen de color vicleta, posteriormente se lava el exceso de
colorante con agua destilada, luego se anade la solucidn de lugol, que

actla como mordiente, v se deja en contacto por un 1 minuto, 7"
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El yodo se combina con el cristal violeta v forma un compuesio que
precipita en el interor de la celula; este complejo puede extraerse
facilmente con alcohol etilico — acetona de las gram negativas, pero no
=& remueve facilmentz de lz= gram pesitivas. Una vez reslizada |a
decoloracion se anade el colorante de contraste, la safranina, la cusal se
deja en contacio por 20 segundos; el exceso de colorante se elimine
con sgus destilsds. Las laminas ssi preparadas Se Secan &

|"|

temperatura ambiznte. "’

Reactivos.

Los reactivos de tincion de Gram, enumerados como s usan en el
procedimienio de tincién son: violeta cristal, yodo, etanclacetona y
zafranina. La resccion inicial del procedimiento de tincién es con la
adicion de la tincion primaria, vicleta da cristal, al frotis bacterianc. Los
colores violets oristaling de la celuls bacteriana son purpura. La adicion
del reactivo de yodo que es un mordiente fija el cristal vicleta & la pared
celular. El complejo cristal violeta-yodo s& adhiere mas firmements a la
pared celular Gram positiva que a |la pared celular Gram negsativa. La
solucion de etanclacetona decolors o eliminag e complejo cristal
violeta-yodo prncipalmente de la pared celular Gram negativa. La
pared celular de Gram positiva retendra el cristal violeta debido a la
presencia de acidos teicoicos en exceso ¥ se mantendra morado. La
confra fincion o safranina es la tincidn final en el procedimiento. La

safranina tife la bacteria Gram negativa incolora rosa. ' %

Utilidad.

Las tincion de Gram &5 una técnica de lsborstoric bactericlogico
utilizada para diferenciar las especies bacterianas en dos grandes
grupcs {Gram positivos v Gram  negsfives) en funcion de las

propiedades fisicas de sus paredes celulares.
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La tincion de Gram no &5 una herramients infalible para el diagnostico,

la identificacion, v su uso es extremadamente imitado en microbiologia
smbiental. Se wusa principalmente para hacer una idenfificacion
morfodogica preliminar o para estsblecer gque hay un namero
significative de bacterizs en una musestra. Mo pusde idenbificar
bacterias a nivel de especie y no debe usarse como el Unico metodo de
identificacion bacteriana. "

En los laboratorics de microbiclogia, s usa en combinacion con otras
técnicas tradicionales y moleculares para identificar bacterias. Algunos
organismos son Gram pesifives (lo que significa gue puedan terir
negativos o positives); algunos no estan terisdos con tinte usado en la
técnica de Gram vy no se wen. En un modemno lsborastoric de
microbiclogia, la mayona de las identificaciones se realizan utilizando
secuencias geneticas v otras tecnicas moleculares, gue sonm mucho

mas especificas e informativas que kas tinciones diferenciales.

Gram Positivos y Gram Negativos.

La=s bactenzss Gram posifivas son bactenass gue dan wun resultado
positivo en la prueba de tincion de Gram, que fradicionalmente == usa
para clasificar rapidamente & las bacterias en dos amplias categonas
segun su pared celular. Las bacterias Gram positivas retoman la tincion

de cristal vicleta ulilizada 2n la pruebs, v luego parecen ser de color
purpura cuando se observan a traves de un microscopio. Esto se debe
a que la capa gruesa de peplidoglicanc en la pared celular bacteriana
refiene la mancha después de eliminarla del resto de la muestra, en la
etapa de decoloracion de la prueka. Las bacterias Gram negativas no
pusden refener la mancha violeta despues de la etapa de decoloracion;

el daecolorante utilizado en esta etapa degrada la membrana externa de
las celulas Gram negstivas, haciendo que la pared celular sea mas

porosa e incapaz de retener la mancha de cristal violeta ™ ="
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Su capa de péptidoglicanc es mucho mas delgada e intercalada entre
una membrana celular interma vy wuna membrana bacteriana extema, lo
que provoca que tomen la contra fincion (safranina o fucsina) y que
aparezcan rojos o rosados. A pesar de su capa de peplidoglicanc mas
gruesa, las bacteria= Gram positivas zon mas receptivas a los
antibioficos que las Gram negativas, debido a la susencia de |la
membrans externa. Por ofro lado, las bacterias Gram negsativas son un

grupc de bacterias que no retienen la tincion de cristal vicleta ubillizads
en el metodo de tincion de Gram de diferenciacion bacteriana. Se

caracterizan por sus envoluras celulares, jgue estdn compuestas de

una delgada pared celular de peéptidoglicano intercalada entre una
membrana celular citoplasmatica interna y una membrana extemna

bacteriana, 4~ %

Las bacterizs Gram negativas se encuenfran en todas parles, en

praclicamenie todos los entornos de la Tierra que son compatibles con
la wvida. Las bacterias gram negafivas son un desafio medico
impaortanie, ya que su membrana exdemsa los protege de muchos
anfibicticos (incluida la penicilina); detergentes que nomalments
daniarian los peptidoglicanos de la membrana celular {interna); y
lisozima, una enzima antimicrobiana producida por animales que forma
partz del szistema inmune innsto. Ademas, la membrana extems
comprende un complejo Bpopolisacarido (LPS) cuyo componente de
Iipido & puede causar una reaccion foedca cuando estas calulas son

lisadas por las celulas inmunes. Esta reaccion tosdca puede incluir
fiebre, aumento de la frecuencia respiratoria y presion arteral baja, una

afeccion potencialmente mortal conocida como shock septico. ™

Fundamento de la Diferenciacion.

La tecnica, se basa en las diferencias entre las paredes celulares de

las bacterias Gram positivas v Gram negativas, ™ ™
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La pared celular de las bacterias Gram (+), tienen una gruesa capa de
peptidoglicano, las cuales retienen el colorante cristal violeta. Ademas,
contiene dos clases de acidos teicoicos, anclado en la cara interna de
la pared celular y unido a la membrana plasmatica, se encuentra el
acido lipoteicoico, ¥ mas en la superficie, el acido teicoico que esta
anclado solamente en el péptidoglicano (mureina). Algunas de estas
bacterias se rodean ademas de una capsula de polisacaridos, cuya
funcion puede s=ser adherencia. Por el contrario, la capa de
peptidoglicano de las Gram (-) es delgada, vy se encuentra unida a una
segunda membrana plasmatica exterior (membrana externa, hecha de
proteina, fosfolipido v lpopolisacarido) por medio de lipoproteinas, la
cual no retiene el colerante cristal violeta. Tiene una capa delgada de
peptidoglicano unida a una membrana exterior por lipoproteinas. 7 ™
Por lo tante, ambos tipos de bacterias se tifien diferencialmente debido
a su pared celular. Esta diferencia la hace el péptidoglicano, ya que es
el material que le da rigidez a la pared celular bacteriana, v las Gram
positivas lo poseen en mucha mayor proporcion que las Gram
negativas. Asi que la diferencia que se observa en la resistencia a la
decoloracion, esto se debe a que la membrana externa de las Gram
negativas es soluble en solventes orgamicos, como por ejemplo la
mezcla de alcohol/acetona. ™ ™

La capa de péptidoglicano que posee es demasiado delgada como
para poder retemer el complejo de cristal violeta/yodo que se formo
previamente, v por lo fanto este complejo se escapa, perdiendo la
coloracion azul-violeta. Pero, por el contrario, las Gram positivas, al
poseer una pared celular mas resistente y con mayor proporcion de
pepfidoglicanos, no son susceptibles a la accion del solvente organico,
sino que este actla deshidratando los poros cerrandolos, lo gue impide
que pueda escaparse el complejo cristal violetafyodo, y manteniendo la

TE)

coloracion azul-violeta ™
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226.6. Factores que Alteran la Tincion.

La decoloracion es el paso mas importante en el procedimiento de la

Tincién Gram. La decoloracion puede verse afectada cuando el exceso
de lavado del portachjetos después de la adicion del cristal viclets

cristalizads da como resultado que las bactenas Gram positivas sa

tinen incorectamente de rojo. El tiempo que se aplica una manchs

antes de enfusgers también afects la decolorscion. Aungque 10
segundos es el iempo tipico de decoloracion, e tempo puede varar

segln la fuente de la muestra, asi como el grosor del frotis. La sobre
decoloracion ez evidente cusndo las bacterzs Gram  positivas
aparecen rosadas; la decoloracion insuficiente dara como resultado

que las bacterias Gramnegativas aparezcan como parpuras. ™

2.2. Formulacion de Hipotesis.
2.3.1. Hipotesis General.

1. La Aplicacion de los colorantes Tropseofum fubercsum (Mashua) y

Dactylopiuz coccus (Cochinilla) en la fincidn de pared celular presents
en un frotis bacteriano es buena,

2.3.2. Hipotesis Especificas.

1. Tropasolum fubemosum (Mashua) y Dachyfopius coccus (Cochimilla)

tiemen metabolitos primarios y secundarios.

2. La aplicacion de los colorantes Tropaeolum fubercsum (Mashua) y

Dactylopius coccus (Cochinilla) en la fincion de pared celular presents
buena visualizacion de la morfologia celular en un frofis bacteriano.

3. Ls aplicacion de los colovantes Tropaeolum fuberosum (Mashus) v
Dactylopius coccus (Cochinills) en fa fincion de pared celular presents
buena diferenciacion en un frofis bacteriano
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2.4. Operacionalizacion de Variables e Indicadores.

TAELA N° 08: OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

W1z INUEI'ENDIER I = DIMEN SN IRDICADDIES
Anfiocitin die ks coloranics S Fdasd
Tropaecium fubemsum (Mashua] ¥ FHoguimioa

Compisesios Suiml oos
Dactyinpivs concys {Cochind k)

Wi EI"ENLNEN | E QINEM S0 IHL & LHES
Wisualizacitn di BUEHA B0 — 100%
a Morfalagia REGULEAR &0 — THHN

Tingien de pared oofular presends en Calular, KA LA 50— 58%
un Trodl & S by ki D besra e bin BUEHA 80 - 100%

diz Parned REGULER &0 - Ta%

Celular. RS LA 50 - 59%

2 5. Definicion de Terminos Basicos.

- VWalidacion: Accion v efecto de validar. Es el proceso para confirmar que
el procedimiento analtico utiizado para una prueba en concrefo es
gdecusdo para su uso previsio.

- [Extracto: Es una sustancia obtenida por extraccion de una parte de
una materia prima, & menudo usando un solvente como etanol o agua.

- Citoplasma: Consiste en una dispersion coloidal muy fina de aspecto
gramuloso, el citosol o hisloplasma, v en una diversidad de organulos
celulares que desemperian diferentes funciones.

- Pared Celular: Es una capa rigida que se localiza en el exterior da la
membrana plasmatica en las células de bacteriss, hongos, algas v
plantas. La pared celular protege los contenidos de la calula, da rigidez =
la estructura celular, funciona como medisdora en todas las relaciones de
la celula con el entormo vy acila como compartimiento celulsr. En las
bacterizs, la pared celular 52 compone de peptidoglicanos.

- Cristal Violeta: Elvioletz de metilo, cominmente denominado cristal
violeta o vicleta de genciana, es el nombre dado a2 un grupo de

compuestos guimicos emplesdos como indicadores de pH vy colorantes.
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Safranina: Es un colorante biclogico, de contrastz que se utilizz en la
Tincion de Gram, tife de rosa a las bacterias Gram negativas.
Solubilidad: Es |z capacidad de wna sustancia de disolverse en ofrs
larnada solvents.

Solvente: Es |asustancis que forma pare en mayor cantidad de
una solucion.

Metabolitos Secundarios: Son los compuestos quimicos sintetizados por
las plantzs gue cumplen funciones no esenciales en ellas, de forma que
su ausencia no es letal para el organismio, al contrano que kos metabolitos
primarios.

Tuberculo: Es wn tallo subterranes modificado v engrosado donde se
acumulan los nuirientes de reserva pars la plants. Poses una yems
central de forma plana y circular.

Cepa Bacteriana: poblacion de celulas de unma sola  especie

descendientes de una Unica célula, usualments propagads clonalmente,

debido al interés en la conservacion de sus cualidades definitonias.
Cepas ATCC: son microorganismos certificados para el condrol de calidad

en microbiclogia v es ulilizade en disciplinas como laboratorio clinico,

indusfrias: Alimentaria, Farmacéutica, Cosmetica enfre ofras. Sus
caracteristicas genctipicas v fenotipicas garantizan ls dentidad del
MIECTOOrganismao.

Asa de Siembra: Es uninstrumento de laboratorio que consfa de una
base que puede estar hecha  de plating, acero, sluminic y
un filamento que pueds ser de nicromo, fungsteno o platino que termina o
&n un arito de & mm o en punta.

Mordiente: Mo es un colorante, Su funcion es intensificar la fincion debido

& que aurmnents la afinidad de la celula por 2l colorante.

78



3.1

3.2

CAPITULO I
METODOLOGIA

Tipo y Nivel de la Investigacion.

Tipo

Investigacion aplicada por que mediante el uso de los colorantes del
Tropaeoium fuberosum (Mashua) y Daciylopius coccus (Cochinillz) en la
tincidn de pared celulsr se podra visuslizar la morfologia celular v diferenciar

la pared celular presente en un frofis bacieriano.
MNivel de Investigacion

Experimental: Mediante la exraccion de los colorantes del Tuberculo de

Tropseoium fubarcsum (Mashua) v Dechiopiuz coccus (Cochimilla) y de la
recoleccion de las cepas de Staphyiococcus aureus y Ezchenichia coli y en
condiciones rigurcsamente controladas se wvisuslizaras la morfologia v

diferenciacicn de pared celular en un frofis bacteriano. ™"

Disenio de la Investigacion.

En relacion al diseno experimental, se desarrollara de la siguiente manera:

3.2.1. Material Biologico

Del Tuberculo Tropaecium fuberosurm (Mashua), s2 obtendra un colorants

100% puro y natural, de tonalidad azul - morada. Del nsecto Dachyiopius
coccug (Cochinilla), se obtendra un colorante al 20%, de tonalidad roja —

rojizs.

3.2.2. Materiales e Instrumentos de Laboratorio

Tubo de Ensayo 12 X 100 30 Unidades.
Fipata 1 ml 04 Unidades.
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Frotets de 100 mi 4 Unidades.

Matraz 250, 500 md 04 Unidades.
Baguets 02 Unidades.
Beaker 250 ml 05 Unidades.
Balan 250 mi 02 Unidades.
Placa Petn 15 X 100 mm 20 Unidades.
Lamina Portachjeto 30 Unidades.
Embudo Chico 02 Unidades.
Frasco Ambar con Tapa esmerilads 24 Unidades.
Pera d= Bromo Chico 02 Unidades.
Mechero Bunsen 02 Unidades.
Tripade 02 Unidades.
Rejilla de Asbesio 02 Unidades.
FAsa de Khole 02 Unidades.
Gradilla 02 Unidades.
Espatula 02 Unidades.
Micropipeta 0,5 - 10ul; &0ul — 200 wl 02 Unidades.
Balanza Analitica OHAUS 02 Unidad.
Bana Mana Memmert Mod Typ WE 10 01 Unidad.
Hormo Memmert Mad Typ Tv 200 01 Unidad.
Autoclave Macionsl de 301 21 Unidad.
Refrigerador 01 Unidad.
Incubadora Memmert Mod Typ BE 200 01 Unidad.
Microscopio 21 Unidad.
Termdmetro 01 Unidad.
Hot Plate Termalyns Muows || 21 Unidad.
Licuadora 21 Unidad.
Alcoholimetro 01 Unidad.
Rotawspor 21 Unidad.
Estabilizador 01 Unidad.

3.2.3. Reactivos Quimicos

Alcohol B6° 01 Litra.
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Wetanal i0.5 Lifros.

Agua destiada 01 Litros.
Acido clorhidrico 10% 0.1 Ligros.
Acido sulfiirico concentrado 0.1 Litros.
Amonisco 0.1 Ligros.
Clorofarmo 0.2 Litros.
Sulfato de sodio 20 Gramas.
Suero Fisiologico Esteril 0.5 Litros.
Triclorura de fierro. 20 ml
Dragusndor. 20 ml
Shinada. 20 ml
Lisberman burchard. 20 ml
Bomntrangser. 20 ml
Minhidrina. 20 ml
Gelatina. 20 ml
Maolish. 20 mil
Mayer. 20 mil
Fehling. 20 mil
Rosenheirm. 20 miL
Cristal Violeta. 100 mll
Safranina. 100 ml
Lungol. 100 ml
Acetona. 100 ml
Aceite de Inmersian. 10 miL
Alcohol Isopropilico. 100 mlL
Yodo 100 mL
Yoduro de Potasio 100 mL
Mezcls Sulfocromica 200 mL
Adzohol Armilico 100 mL

3.24. Estudic Fitoguimico

Con respecio al esfudio Fitoguimico sze utilizara la informacion del Libro
Investigacion Fitoquimica, Metodos en el estudic de Productos Matursles
de OLGA LOCK DE UGAZ, W= = =
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3.2.5. Estudio Microscopico

El estudio microscopico se realiza mediante el uso del microscopio optice,

consta de vanos pasos & seguir

Extension — Fijacion de la Muestra

Frevic a la tincion bacteriolcgica, se procedera scbre un portascbjetos
limpio, seco y desengrasado agregar una pequena cantidad de suspension
de bacterias con el asa de siembra donde s realizara una extension, luego
una fijlacion del material bioldgico mediante &l uso de la llama de wn

mechero de alcohol y s2 flameara hasis gue se seque la musstra.

Tecnica de Gram

Mediante el uso de la Tecnica de Gram y mediante el uso del microscopio

optico, se realizara la visualizacion de la morfologia celular bacieriana y la

diferenciacion entre bacterias Gram positivas (Color Morado) v Gram

Megativas (Color rojo). ' ™ 7= 55 858550 Ntar anexo: O7)

Tecnica Tropaeolum fuberosum — Dactylopius coccus.

a} Agregar colorante de Mashua por & minutos. (Colorante Inicial).
b} Lawvar con agua destilada pH: 7.
c) Agregar Solucion de Lugol por 3 minutos. (Mordiente).

d) Decolorar con alcohol — acetona méx. por 10 segundos.

e} Lawvar con agua destilads pH: 7.

f) Agregar Colorante de Cochinilla al 20% por 2 minutos {Colorante de
Contraste).

g} Lavar con agua destilada pH: 7.

h} Secar, poner gofa de aceite de cedro y observar al microscopso con

el objetivo de inmersion.
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2.2. Poblacion y Muestra de la Investigacion.
Poblacion:

Za basa en muesiras dinicas patologicas de ruting gue se anslizaron durants
los meses de octubre, noviemnbre y diciembre del 2017 y enero del 2012 en el
Area de Microbiologia del Laboratoric Bickdgico v Andlisis Clinico Santa Rosa
de Pachacamac ELRL de las cusles =& aislaron cepas bacterianas
identificadas como Sfaphylococcus aursus v Eschernchia coli.

Muestra:

La muestra de estudio =& basa en cepas bacterianas identificadas en &l Ares
de Microbiclogia del Laboratorio Biclogico y Analisis Clinico Santa Rosa de
Fachacamac EILR.L. como Slaphylococcus aursus vy Eschenchia coll
Azimizmo para determinar el tamano de la muesira se utilizd el muestreo
proporcional cuya formula se precisa a confinuacion:

- Z-pgN
e (N-1)+pgZ-

Donde Z° = intervalo de confianza {0.95) o £5% Valor tabular: (1.8§) * =
3.2418
P = proporcion de aciertos (0.50)
Q = proporcion de desaciertos (1 —p)
N = poblacion total: 5
&* = margen de error calculzde (0.035) o (3.5%)° = 0.001225

m = muesira; 4 87

Criterios de Inclusion

Todas las muestras clinicas patologicas de pacientes que fueron analizadas

en el Area de Microbiologia del Laboratorio Bioldgico v Andlisis Clinico Santa
Fioz=a de Pachacamac E.|.R.L durante kos meses de octubre a diciembre del

2017 y enero del 2012 y de los cusles se aislaron cepas identificadas como
Stfaphylococcus auraus y Ezchenchis coll
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Se consideran las cepas de Shaphyiococcus saureus y Eschernchia coll tanto
Intrahospitalano como el adquindo en la comunidad.

Criterios de Exclusion

Todas las muesiras clinicas Patoldgicas de  pacientes con  previa
adminisfracion de Antibioticos.

3.4. Tecnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos.

24.1.

3.4.2

Descripcion de los Instrumentos.

La técnica usada para |la recoleccion de datos es Observacional. Mediants

el cual == registrd los datos obfenidos durante e proceso de s

investigacion en las tablas de recoleccion de datos, desde |a obtencion de
los compuestos quimicos hasta los resultados finales el cusl nos ayudd =

evidenciar e objelive principal de nuestro proyecto. Asimismo  los
instrumentos (ad-hoc) fueron: Tabla M° 11: De Solubilidad, donde se
avidencic la solubilidad en los diversos scheenies. Tabla N° 122 De
|denfificacion de Metsbolitos, donde =2 evidencio la presencia de
compuestos quimicos y las Tabla M® 14 y 15 De Ewsluacion de las
Laminas, donde =& evidencid la visuslizacion de la morfologia celular

bacteriana y diferenciscion de pared celular entre Gram posifivos v

negativos. (Ver anexo: 02)
Validacion de Instrumentos.

Los instrumentos (ad-hoc) de la presente investigacion fueron elaborados

por los autores de la fesis para la prueba de estudio y su validacion se
reslizo & trawes de la tecnica del juicic de expertos. Lass tablas de
evaluacion == reslizaron en base = los indicadores con sus respectivos
criterios, dicho juicios de expertos fuvo una minima y maxima calificacion
[er anexo: 08) Los expertos fuercn tres Cuimicos Fammacauticos, que
ostentan grado académico de magister y cuentan con amplia experiencis

an la investigacion.
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TABLA N° 03: RESUMEN DE RESULTADOS JUICIO DE EXPERTOS

JUEZ EXPERTO RESULTADOS CONMDICIHON
Mg. John Ponce Pardo. 20 — 100% \falido, Aplicar.
QF. Mario BMeuman Fineda - _
Péraz. 20 — 100% Valido, Aplcar.
CLF. Oscar Bernuy Flores Lopez. 20 — 100% Valido, Aplcar.

Dicha revision dic como resultado que &l instrumento fuese considerado

valido vy aplicable presentandose concordancia entre bos fres expertos.

3.5. Tecnicas Para el Procesamiento de Datos.

Los datos abtenidos fusron analizados en el programa Excel.

4.6. Procedimiento Experimental

3.6.1.

3.6.2.

Identificacion de las Muestras en Estudio.

La identificacion taxomomica del tuberculo Tropaeolum fuberozum
(Mashua), == reslizd en el Herbario del Museo de Historia MNatural de Ia
Universidad Macional Mayor de San Marcos, segin el sistema de
clasificacion de Cronguist (1888), obteniendose el documento de

Cerfificacion de muestra. (Ver anexo: 03). Asimismo al solicitar s
taxonomia del Dacfylopius coccus (Cochinilla), el Herbario del Museo de
Historia Matural de la Universidad MNacional Mayor de San Marcos, indico
que no reslizaban mencionada tsxonomia, solo ke pudieron reslizar al
Cpuntia ficus-indica L. Ml (Penca de Tuna), donde la muestra de
Cochinilla estaba alojada. (Ver anexo: 03).

Obtencion de los Colorantes.
Se recolectaron § kilos del tubércule Tropseoium tubercsum (Mashua). La

muestra, se emvolvio con papel kesff y se embalo en cajas de carton con su

respectivo rotulo.
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3.6.3.

La muestra se transportd al lsboratorio de Fitoguimica de la Facultad de
Ciencias Farmaceuticas y Bioguimica de la Universidad Inca Garcilaso de

la Vega, donde se elimind las sustancias extranas presentes en la muestra.

Se ufiizarcn 1800 gramos de tubsrculo, los cusles se sometieron en
extractor Thomas TH-2860i / TH-268ciR v posterior fillracion ufilizando
papel Whatman N® 41 y N° 2. Se obtuvwo 1230 mbL de colorante, kos cusles
fuercn sometidos a deshidratacion y s2cado a una temperatura de 40°C por
10 horas, obteniendose 1000 mL del colorante. (Ver anexo: 02). Asimisme,
la extraccion del doido carminico, se realizo en medic acuoso y se utilizd 20
gramos de cochinilla y posterior filiracion utiizando papel Whatman N° 41 y
M*® 2, obteniendo una solucion al 20%. (Ver anexo: 02).

Solubilidad y Analisis de Compuestos Quimicos (Metabolitos).

Ambos colorantes, se sometieron a pruebas de solubilidad en solventes de
polaridad creciente, con el fin de determinar el solverte mas adecuado pars
la evaluacicn de las Tinciones bacteranas. (Ver anexo: 02). Las muestras
obfenidas, fueron sometidas con reactivos de coloracion v precipitacion

para ko cual agregamos & cads tubo de ensayo 42 gotas de las muesiras y

agregamos 2 — 3 gotas de reaclivo. (Wer aneo: 02).

TABLA N° 10: DETERMINACION DE METABOLITOS

L ME| AHIHLI O ERNSAYTDO AU TEN I"TENIE FIESCEDIRIEN 1O
A fpolas i M & 1] gobim i Mizadres da
Kzlah Ak vnkila
Picleh sgdar = Nl gofae S Bl ==
1 L] 1 -
1 (=R R BT Anlr=a Cpliets weadi X potas o M+ 11l polin 2o Reacires da
A=dr e
A pales di KR & Il godas da Fahing &+ 1
Fehh Péeapuld kad-l
e Fer b e = gosan da Fehirgg B ¢ calanbar gan B
i ma bz I ol s rdi
3 h":‘;";:: “ Feich d.:‘uII‘ = EMEE B gome da WP 6 (1 gebin i FalCh 0%
Péeapuld -
Tamrmas Calkins IJI.:rI::I:- u T A gome da WP & [N gebia 2 g kibna
Al ErrmE ]
X da K 1] de Feade
4 Flarvarcidian FomanbEm Colrstds il Sscarm f -:u.-::- - s Be A
[T T e hezim
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TAELA N° 10: DETERMINACION DE METABOLITOS (Continuacion)

L MEIABILIIO ENSAYD IEACTE T ML EOIRIEN 1D
Chalkzonia HuUSTTE
mflEvanones: Mo hay
(= )]
It wo=as Amanlis w de Wi & 13 . o bl
., HoSE ' vifulas S Wy
- Flarvzresslan ERmada L : -
[rr——— T rrebaiess & I oa s di HG CE
magen s
Flavenas vy Sesonsicy
Amadin 8 reps
Amnodadas Litnes K gome da B o= ] gotas de Meadree
- M hede ol s [S]=H
y Urapsa Amnos FiemE e e Nnhabns « ceiesls an EM. 10 mn
K golas i WP = geapam o sokars ER
Urigi e Precpelse] 0 nEsan g b opolem di HOL 10%4 I Sotas de
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b 3

3.6.4. Reactivacion de las Bacterias:

Pars la reactivacion de las cepas de Sfaphylococcus sureus ATCC 6538 y
de E=cherichia colil ATCC B728, se procedio a descongelar los fubos que

contienen las bacterias a termperatura ambiente durante 2 horas, con ks
gyuda de un par de hisopos fransportamos parte de las cepas a kos fubos
de ensayo con caldo nutritivo para realizar la reactivacion de las bacterias,
para luego ponerlas a incubar a8 una temperaturs de 37°C por 24 horas.
[Wer anexo: 04).
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 CAPITULO IV
PRESENTACION ¥ ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Presentacion de Resultados
Prueba de Solubilidad.

Los resultados son los siguientes:

TABLA N° 11: PRUEEA DE SOLUBILIDAD

e Solventas Momenclatura Tnterpretacicn
Tregaesium fubsroaom CaciFpiopiur cocour
1. Moefalo oe el Efaf -
2. Mg We 200
4. | Sgua destiada H;l ok a B
4, Clorolorma CHCLS .
3. Elanol E5LH| ++ T
. Eler de petrdleo == - -
¥ Eler alilico El L - -
H, [{T [ FTe| It - ¥
o, n - bukanal mbwlH
TOL | m o= Hexana M 44 a4
LEFTENLDA:
= Irsclutle {-)

Ligerarments Salubls (+]

Saluble {44

Fuy Soluble [++44]

FUENTE: ElaboraEhn propia

Al reglizar la prugba de sclubilidad de ambas muestras, se trabajd con un

grupo de solventes ordensdos de acusrdo a8 su polaridad, asimismo se

enconird que la mayor solubilidad fue con el solvente agua.

Identificacion de Metabolitos.

TAELA N° 12: IDENTIFICACION DE METABOLITOS

Trtarpretacidn
N+ METAECLITO EN3AYD REACCION PORITIVA [Tropsssiom | Deciyopios
Ao RrcELeET O TR
Bl kb Anilo viclela +
1 | Carbohidrales Lnlrana Cocraciiin werda +
Fehing Frecipiado oo ki +
2 | Compuestes Fensioes | FeCl ::u'l:"“‘:'"“ ke 0 e +
. ] - ] Frecipiada densn j
L] Tarnireos Sl red Hanoo +

FUENTE: Elaborackn propia
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TAELA N*412: IDENTIFICACION DE METABOLITOS (Continuacion)

Tntarpretacidn
M METAECLITO ENM3AND REACCIOH PO AITIVA Tropeeolum | Decipopivs
Forarcauwer O L
Chacanas AL,
lzofarvanonas: Mo may
koS
aoflavomas:  Amarlic .
4 | Flavonoides Shinoda rofizo
Flvancnoles FRoo a s
e
Flawonas v favonohes:
Amarl b a rofo
Anbocianinas ¥
5 | Flanonoides Riosenhim Coolorackin nojo ps o + +
Ciabbquions
& :;m:'il::ﬁr:-h:'.ﬁ ¥ | Menhidrina Coloracian voldoea —+
Dragendont Frecipiada naman|a +
Mavor Frecipiada Hiamsn
7T | Aloadoddes Barirand Frecipiads Hiamsn +
e _ | Frocipiada  amarilo-
5 pnneenaschiein R
Matagd rorss,
2 | Aniradgu inonas v | Bommirager Conlorackin noja
Anlrananas
Eslerides: werde-azul
. Trilerpenod dos v | Liebarman: T e
Eslemidis Burchard * i
redranja
10 | Sapondnas Espuma ':'.:"_1' 1 om asinbia por
15 min
11 | Glctsidos Baljzt Coolorackin anaran@da +
1% | Lacionas [ Coolorachin nofo oo o
12 | Cumarings MalH 10% Flucrpaoonoks oolishe .
14 Azgls CEmnirezo BailbI% Woirs Bk L} e+t
LEYENDA:
Mo realizada (0
fuusents |-
Ly [#]
Moderada {++)
Afiurdanbes {#ee)

FUENTE: Elaborackn progia

Los resultados cobtenidos durante la identificacion de los metabolitos del
Tropseolum  fuberozum, se obtuvo en mayor canfided: Flavanonoles,
Amincacidos Libres v Grupos Amino v con respecio al Dechyopius cocous, s

obtuvo: Triterpencides, Estercides y Acido Carminico.
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Tinciones Bacterianas.

Se realizd la extension, fijacion y tincion de 84 laminas, las cuskes se reportan
en la Tshla M* 13, Del total de laminas que fueron coloreadas, 16
corresponden & la Tincion Gram, 18 a la Tincion con Tropaealum fuberosum,
16 a la Tincion con Dacfylopius coccus v 16 a ke Tincion con Tropaecium
tuberosum - Dactylopiuz cocous, las que se distribuyeron en 08 laminas por

cada tipo de cepa y tipo de colorante.

TABLA N° 13: NUMERO DE LAMINAS OBTENIDAS SEGUN TIPO DE

CEPA Y TINCION
TIHCIGH
TIPC DE CEFA Troprsoiver | Dacipiopivr Tregmesiom fubsrorom TOTAL
Liram dwkarcauny O A - Dectyiopks cocooE
SiaphinooCCUS  BUELE
2 A A A 32

ATCC 6538 = -
= 1 [ il '-:-
?fn_'_"l-:"ﬁ.'n':‘a oodl AT g g g g az
=i J-l:l

TOTAL 18 16 16 16 B4

FUENTE: Elaborackn propia

El fofal de laminas coloreadas fueron 84, distibuyendose segun el tipo de

cepa: 32 comesponden & Shephyococcus awreus ATCC 8538 y 32 a
Ezcharnchia coli ATCC 8738,

Los resultados de la evaluacidn microscopica se presentan en las tablas M°
14 v N* 15, en las que se aprecian los dos criterios de evaluacion que fueron;
la visuslizacion de la morfologia celular bacteriana y la diferenciacion de
pared calular, dando como resultado para Sfaphplococous sureus ATOC G538
y Eschenchia coll ATCC 2739 Mala, o que significa gue la calidad de las

tinciones registradas == encusntran en un imtervalo de 50 5 5089%.
En la tabla M° 14, se evaluo la tincion para mashua 100% - cochinilla 20%,

cbteniendose pars Staphyiococcus surews ATCC 8538 un 62.5% de laminas
con el calificative de Malo y 25% de laminas con calificatvo de Regular.
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TABLA N° 14: EVALUACION DE LAS LAMINAS Staphylococcus aureus
ATCC 6538.

BUENA 80 — 100% 00 00% 08 100%
REGULAR 60 — 79% 03 25% 00 00%
MALA 50 — 59% 05 62.5% 00 00%
TOTAL 08 100% 08 100%

BUENA 80 — 100% 00 00% 08 100%
REGULAR 60 — 79% 03 25% 00 00
MALA 50 — 59% 05 62.5% 00 00
TOTAL 08 100% 08 100%

FUENTE: Elaboracion propia.

En la tabla N° 15, se evalud la tinciéon para mashua 100% - cochinilla 20%,
obteniéndose para Escherichia coli ATCC un 62.5% de laminas con el
calificativo de Malo, 25% Regular y 12.5% Bueno. Asimismo, en el criterio
diferenciacion 62.5% de laminas con el calificativo de Malo y 37.5% Regular.

TABLA N° 15: EVALUACION DE LAS LAMINAS Escherichia coli ATCC
8739.

BUENA 80 — 100% 01 12.5% 08 100%
REGULAR 60 — 79% 02 25% 00 00%
MALA 50 — 59% 05 62.5% 00 00%

TOTAL

08

100%

08

100%

BUENA 80 — 100% 00 00% 08 100%
REGULAR 60 — 79% 03 37.5% 00 00
MALA 50 — 59% 05 62.5% 00 00
TOTAL 08 100% 08 100%

FUENTE: Elaboracion propia.



Se realiz6 la extension, fijacion y tincion de 60 ldminas las cuales se reportan
en la Tabla N° 16. Del total de laminas que fueron coloreadas, 30
corresponden a la Tincibn Gram y 30 a la Tincién con Tropaeolum tuberosum
- Dactylopius coccus, las que se distribuyeron en 03 laminas por cada tipo de

cepa de paciente y tipo de colorante.

TABLA N° 16: NUMERO DE LAMINAS OBTENIDAS SEGUN TIPO DE
CEPA DE PACIENTE Y TINCION

TINCION
N° TIP?DADEIENE-II?Q 23 Gram Tropaeolum tuberosum TOTAL
— Dactylopius coccus

1 Staphylococcus aureus 3 3 6
2 Staphylococcus aureus 3 3 6
3 Staphylococcus aureus 3 3 6
4 Staphylococcus aureus 3 3 6
5 Staphylococcus aureus 3 3 6
6 Escherichia coli 3 3 6
7 Escherichia coli 3 3 6
8 Escherichia coli 3 3 6
9 Escherichia coli 3 3 6
10 Escherichia coli 3 3 6

TOTAL 30 30 60

FUENTE: Elaboracion propia.

El total de laminas coloreadas fueron 60, distribuyéndose segun el tipo de
cepa de paciente: 30 corresponden a Staphylococcus aureus y 30 a

Escherichia coli.

Los resultados de la evaluacion microscopica de las cepas de los pacientes
se presentan en las tablas N° 17 y N° 18, en las que se aprecian los dos
criterios de evaluacién que fueron; la visualizacion de la morfologia celular
bacteriana y la diferenciacion de pared celular, dando como resultado para
Staphylococcus aureus y Escherichia coli ATCC Mala, lo que significa que la
calidad de las tinciones registradas se encuentran en un intervalo de 50 a
59%.

En la tabla N° 17, se evalud la tincion para mashua 100% - cochinilla 20%,
obteniéndose para Staphylococcus aureus un 76.5% de laminas con el

calificativo de Malo y 23.5% de laminas con calificativo de Regular.
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TABLA N° 17: EVALUACION DE LAS LAMINAS Staphylococcus aureus.

BUENA 80 — 100% 00 00% 15 100%
REGULAR 60 — 79% 03 20% 00 00%
MALA 50 — 59% 12 80% 00 00%
TOTAL 15 100% 15 100%

BUENA 80 — 100% 00 00% 15 100%
REGULAR 60 — 79% 04 27% 00 00%
MALA 50 — 59% 11 73% 00 00%
TOTAL 15 100% 15 100%

FUENTE: Elaboracion propia.

En la tabla N° 18, se evalud la tinciéon para mashua 100% - cochinilla 20%,
obteniéndose para Escherichia coli un 63.5% de laminas con el calificativo de

Malo y 36.5% de laminas con calificativo de Regular.

TABLA N° 18: EVALUACION DE LAS LAMINAS Escherichia coli.

BUENA 80 — 100% 00 00% 15 100%
REGULAR 60 — 79% 05 33% 00 00%
MALA 50 — 59% 10 67% 00 00%
TOTAL 15 100% 15 100%

BUENA 80 — 100% 00 00% 15 100%
REGULAR 60 — 79% 06 40% 00 00%
MALA 50 — 59% 09 60% 00 00%
TOTAL 15 100% 15 100%

FUENTE: Elaboracion propia.




. Contrastacion de la Hipotesis

Hipotesis Especifica 1

- Hi: La aplicacien de los colorantes Tropseclum fuberosum (Mashua) v
Dactylopius coccus (Cochinilla) en la tincién de pared celular presenta buana

visualizacion de la morfologia celular en un frotis bacterianc.

- Hg La aplicacion de los colorantes Tropaseclum fubsrosum (Mashua) vy
Dactylopius coccus (Cochinilla) en |a tincion de pared celular no presenta buena

visualizacion de la morfologia celular en un frotis bacterianc.

- Mediante la tecnica de tincion mashua 100% - cochinilla 20%, para las cepas de
Staphylococcus aureus un 80% de laminas resultaron con el calificative de Malo
y 20% de laminas con calificative de Regular vy para las cepas de Ezcherichia coll
un §7% de laminas resultaron con el calficative de Malo y 33% de laminas con

calificative de Regular. En ambos caso se tuvo comao referencia la tincion gram.

- Decision: Por lo tanto =2 rechaza la hipotesis alterma (Hq)

Hipotesis Especifica 2

- Hz La aplicacicn de los colorantes Tropaeclum fubercsum (Mashua) vy
Dactylopius coccus (Cochinilla) en la tincién de pared celular presenta buensa

diferenciazion en un frotis bacternano.

- Ha La splicacion de los colorantes Tropaeclum fuberosum (Mashua) y
Dactylopius coccus (Cochinilla) en |a tincion de pared celular no presenta buena

diferenciacion en un frotis bacteriane.

- Mediante la tecnica de tincion mashua 100% - cochinilla 20%, para las cepas de
Staphylococcus aureus un 73% de laminas resultaron con el calificativo de Malo
y 27T% de laminas con calificative de Regular v para las cepas de Ezcherichia coli
un 0% de laminas resultaron con el calificative de Malo y 40% de laminas con

calificative de Regular. En ambos caso se tuvo comao referencia la tincion gram.
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- Decisién: Por lo tanto se rechaza la hipétesis alterna (H,).

Hipdtesis General

- Hg: La Aplicacion de los colorantes Tropaeolum tuberosum (Mashua) y
Dactylopius coccus (Cochinilla) en la tincién de pared celular presente en un

frotis bacteriano es buena.

- Hgo: La Aplicacién de los colorantes Tropaeolum tuberosum (Mashua) y
Dactylopius coccus (Cochinilla) en la tincién de pared celular presente en un

frotis bacteriano no es buena.

VISUALIZACION DE LA MORFOLOGIA CELULAR BACTERIANA

100%

. 73.3%

15

26.7T%

BUENA REGULAR MALA

B TINCION MASHUA 100% - COCHINILLA 20% m TINCION DE GRAM

- Figura N° 10: Visualizacion de la Morfologia Celular Bacteriana

- Mediante la técnica de tincion mashua 100% - cochinilla 20%, para las cepas de
Staphylococeus aureus y Escherichia coli un 73.3% de laminas resultaron con el
calificativo de Malo y 26.7% de laminas con calificativo de Regular con relacion
al cnterio visualizacion de la morfologia celular bacteriana y un 66.7% de laminas
resultaron con el calificativo de Malo y 33.3% de laminas con calificativo de
Regular con relacion al criterio de diferenciacion de pared celular entre gram
positivos y gram negativos. En ambos caso se tuvo como referencia la tincion

gram.
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- Decisién: Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y habiéndose rechazado
las hipotesis alternas H; y H,, se rechaza la hipétesis alterna de la hipotesis

general de estudio.

DIFERENCIACION DE PARED CELULAR ENTRE GRAM POSITIVOS Y GRAM NEGATIVOS
100%

25

66.7%

15 33.3%

BUENA REGULAR MALA

B TINCION M ASHUA 100% - COCHINILLA 20% m TINCION DE GRAM

Figura N° 11: Diferenciacion de Pared Celular entre Gram Positivos y Gram
Negativos

1.1. Discusion de Resultados

En el presente estudio se evalud, si la Aplicacion de los colorantes
Tropaeolum tuberosum (Mashua) y Dactylopius coccus (Cochinilla) en la

tincion de pared celular presente en un frotis bacteriano es buena.

La presuncion exitosa de los metabolitos de la mashua y cochinilla depende
de gran medida del tipo de solvente utilizado en el procedimiento de
extraccion, tradicionalmente los incas y otras culturas peruanas utilizaron
agua como disolvente, en nuestro estudio al realizar la prueba de solubilidad
se confirmd la amplia solubilidad de nuestras muestras en agua. (Suquilanda,
2018; Manrique, et al., 2013; Jacobo, 2006)." ** >’

Durante el estudio de los compuestos quimicos del Tropaeolum tuberosum

(Mashua) y Dactylopius coccus (Cochinilla).
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e obtuvo como resultado la presencia de metabolitos primarios ¥
secundarios. Para el Tropaecium fuberosum, se obfuvo en mayor cantidad:
Flavanonoles, Aminoacidos Libres y Grupos Amino y con respecto al
Daclylopius cocows. Trterpenoides, Esteroides vy Acido Carminico. Quienes
en conjunto son los responsables de darles el color a las especies estudiadas,
de esta forma podemos confirmar los resultados reportados por Bustincio,
2014; Samaniego, 2010; Pacheco, 2015; Agreda, 2009; Vera, 2014 %% 153668

Los tubérculos del Tropseolum fuberosum, fueron triturados y extraidos en
extractor Thomas TH-2680i / TH-2660iR v posterior filtracion, se creyo por
conveniente trabajar sin ufilizar solventes adicionales para la extraccion del
colorante, debido a que el uso de otras sustancias quimicas podrian interferir
en la visualizacion de la morfologia v diferenciacion de la pared celular
bacteriana. (Castillo, ef &, 2006; Uriol, 2004; Morales, 2018; Lopez ef al,
2“133- Bl 65, T4, TS, 95

Al realizar la técnica de tincion mashua 100% - cochinilla 20%. para las cepas
de Staphylococcus sureus ATCC 6538 v Escherichis coli ATCC 8739 un
6.25% de laminas resuftaron con el calificativo de Bueno y un 31.25% de
Regular con relacion al criteric visualizacion de la morfologia celular
bacteriana; asimismo un 0.0% de Bueno v 37.5% de Regular para la

diferenciacion de pared celular entre gram positivos v gram negativos.

La posible causa debe ser por la poca concenfracion e intensidad del
colorante del Tropseolum tubsrosum, segin Inostroza, ef al, 2015 En su
investigacion los tubérculos del Tropseolum fuberosum fueron triturados vy
homogeneizados con una solucion de exfraccion de acido clorhidrico 1,5 N y

etanol al 96%, siendo la proporcion de sdlido a disolvente de (1:2, pfiv).

La mezcla obtenida se puso en maceracion por 72 horas a 4°C, en un frasco
de color ambar, con agitacion diaria, posterior filtracion y concentracion en un
evaporador rotatorio a 40°C. Del mismo medo concluyo gque posee actividad

anfioxidante y es una alternativa colorante de color morado, =5
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Se prepard una solucion al 20% p/v con el polvo del Dactylopius coccus, para
obtener el acido carminico, se creyd por conveniente trabajar sin utilizar
solventes adicionales para la extraccion del colorante, debido a que el uso de
otras sustancias quimicas podrian interferir en la visualizacion de la
morfologia y diferenciacién de la pared celular bacteriana. (Manosalva, 2017;
Veldsquez, 2015; Pazmifio, et al.,, 2010; Sacsaquispe, et al., 2001; Santa
Cruz, 2014). 3% 529,95

Del mismo modo, se decidio utilizar Dactylopius coccus al 20%, debido a los

estudios realizados por Manosalva, 2017, donde utilizé el colorante al 10%. >*
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

1. La Aplicacion de los colorantes Tropaeolum tuberosum (Mashua) y
Dactylopius coccus (Cochinilla) en la tincion de pared celular presente en

un frotis bacteriano no es buena.

2. El Tropaeolum tuberosum y el Dactylopius coccus, poseen metabolitos
primarios y secundarios, mayoritariamente Flavanonoles, Aminoacidos
Libres y Grupos Amino y Triterpenoides, Esteroides y Acido Carminico

respectivamente.

3. La aplicacion de los colorantes Tropaeolum tuberosum (Mashua) y
Dactylopius coccus (Cochinilla) en la tincion de pared celular no presenta

buena visualizacion de la morfologia celular en un frotis bacteriano.
4. La aplicacion de los colorantes Tropaeolum tuberosum (Mashua) y

Dactylopius coccus (Cochinilla) en la tincion de pared celular no presenta

buena diferenciacion en un frotis bacteriano.
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5.2. Recomendaciones

1. Realizar estudios posteriores, teniendo en cuenta los lineamientos de

Inostroza, et al., 2015.

2. Realizar las tinciones bacterianas utilizando otras cepas bacterianas.

3. Trabajar con concentraciones de cochinilla mayores al 20%.
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ANEXO N° 01: MATRIZ DE CONSISTENCIA

Aplicacion de los Colorantes Tropaeolum tuberosum (Mashua) y Dactylopius coccus (Cochinilla) en la Tincion de Pared Celular Presente en un Frotis
Bacteriano

PROBLEMA GENERAL

OB.JETIVOS GENERAL

HIPOTESIS GENERAL

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

METODOLOGIA

¢En qué medida la Aplicacién
de los colorantes Tropaeolum
tuberosum (Mashua) ¥
Dactylopius GOCCUS
(Cochinilla) en la fincion de
pared celular presente en un
frotis bacteriano es buena?

Determinar si la Aplicacién

de los colorantes
Trapaeolum tuberosum
(Mashua) vy  Dactylopius

coccus (Cochinilla) en la
tincion de pared celular
presente  en un frotis
bacteriano es buena.

La Aplicacién de los colorantes
Tropaeolum fuberosum
(Mashua) y Dactylopius
coceus  (Cochinilla) en la
tincion de pared celular
presente  en un frotis
bacteriano es buena

PROBLEMAS ESPECIFICOS

OB.JETIVOS ESPECIFICOS

HIPOTESIS ESPECIFICAS

(En qué medida la aplicacion
de los colorantes Tropasolum
tuberosum (Mashua) v
Dactylopius GOGCUS
(Cochinilla) en la tincion de
pared celular presenta buena
visualizacién de la morfologia
celular en un frotis
bacteriano?

¢En qué medida la aplicacidon
de los colorantes Tropaeolum
tuberosum (Mashua) ¥
Dactylopius COCCUS
(Cochinilla) en la tincion de
pared celular presenta buena
diferenciacion en un frotis
bacteriano?

Evaluar si la aplicacion de
los colorantes Tropaeolum
fuberosum  (Mashua) vy
Dactylopius COCGUS
(Cochinilla) en la tincion de
pared celular  presenta
buena visualizacién de la
morfologia celular en un
frotis bacteriano.

Evaluar si la aplicacion de
los colorantes Tropaeolum
fuberosum  (Mashua) vy
Dactylopius COCCUS
(Cochinilla) en la tincion de
pared  celular  presenta
buena diferenciacion en un
frotis bacteriano.

La aplicacidn de los colorantes
Tropaeolum tuberosum
(Mashua) y Dactylopius
coccus  (Cochinilla) en la
tincion de pared celular
presenta buena visualizacidn
de la morfologia celular en un
frotis bacteriano.

La aplicacidn de los colorantes
Tropaeolum tuberosum
(Mashua) y Dactylopius
coceus (Cochinilla) en la
tincion de pared celular
presenta buena diferenciacidn
en un frotis bacteriano.

V. DIMENSION INDICADORES
Aplicacién de los
colorantes »
Tropaeolum Solubilidad
fuberosum Fitoquimica
(Mashua) ¥ 4
Dactylopius
COCCUS
(Cochinilla) L.
Compuestos Quimicos.
\'r3 DIMENSION INDICADORES
BUEMNA 80— 100%
Visualizacién
dela
Morfologia REGULAR | 60-79%
Celular.
Tincién de pared MALA 50 — 59%
celular  presente
en un frotis
bacteriano. BUENA | 80-100%
Diferenciacién
de Pared
Celular. REGULAR | 60-79%
MALA 50 - 59%

Enfoque: Cuantitativo.
Tipo: Aplicado.

Nivel: Transversal
Disefio: Experimental.
Poblacion: 38
Muestra: 20.
Técnica:

Obtencién ~ de los

Colorantes.

Técnica de  Tincion
Gram.

Técnica de  Tincion
Mashua

Técnica de  Tincién
Cochinilla.
Instrumento:

Tabla de Solubilidad.
Tabla de Estudio
Fitoquimico.

Tabla de Evaluacién de
Laminas Coloreadas
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ANEXO N° 02: TESTIMONIO FOTOGRAFICO

a) Tubérculo del Tropaeolum tuberosum (Mashua) (Recoleccién, Pesado y Cortado).

b) Insecto Dactylopius coccus (Cochinilla) (Recoleccion, Secado, Pesado y Triturado).
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c) Extraccion Acuosa Tropaeolum tuberosum (Mashua) y Dactylopius coccus (Cochinilla)

d) Reactivos para la Solubilidad y el Tamizaje Fitoquimico.
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e) Resultados de la Solubilidad y del Tamizaje Fitoquimico.

Tropaeolum tuberosum (Mashua) Dactylopius coccus (Cochinilla)

rqnf:ﬂ‘.
- B

e
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f) Tinciones de Gram.

Set de Tincién Gram

Staphylococcus aurels Escherichia coli

Preparacion de la Muestra Extensién y Fijacion
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Decoloracion Alcohol — Acetona Safranina

Secado de Laminas Observacion al Microscopio X 100
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g) Tinciones de Mashua 100% - Cochinilla 20%.

Decolorar Tincién con Cochinilla 20%
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h) Observacién Microscépica: Microscopio X 100 aumentos: Staphylococcus aureus

Tincién Tropaeolum tuberosum (Mashua) 100%

Tincion Tropaeolum tuberosum (Mashua) Tincion Gram
100% y Dactylopius coccus (Cochinilla) 20%

i) Observacion Microscopica: Microscopio X 100 aumentos: Escherichia coli

Tincion Tropaeolum tuberosum (Mashua) Tincion Gram
100% y Dactylopius coccus (Cochinilla) 20%
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ANEXO N° 03: TAXONOMIA

— UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS o
’ Uiersbdad del Pert, DECANA DI ANGERICA o
VICER BECTORADO DE NVESHIGACION Y POSGRADS B4
b MUSEO DE HISTORIA NATURAL SewasP

“Afio del Dikloge y la Reconclliacion Nacional™

CONSTANCIA N°53-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:
La muesira vegetal (planta completa), recibida de Ketty Rojas Berastein: de ia
Facultad de Clenclas Farmacduticas y Bloquimica de la Universidad Inca Garolaso de
i= Vega; ha sido estudiada y clasificada como: Tropaeolum tuberosum Ruz & Pav.;
y tiene la siguiente posicién taxondmica, segGn el sistema de Clasif'cacién de
Cronquist (1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE: ROSIDAE
ORDEN: GERANIALES
FAMILIA: TROPAEOLACEAE
GENERO: Tropaeolum
ESPECIE: Tropeeclum tuberosum Auiz & Pav.

Nombrevulgar: "Mashua negra®.
Determinado por: Blgo. Mario Jullo Benavente Palacios

Se extiende |8 presente constancia a solicitud de la parte Interesada, pars los fines
que estime cenveniente,

Mag.
JEFE
ACE/ytr.
An Aevnaly TN o Mavi T (e
A M Lims 1€ el N -0 e SO0, T ST B e il
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— UNIVERSIDAD mcuoow. MA'bl DE SAN m ®o

» Viakewonhhd dol Pordy, DIRCANA DF AMERICA >
M VICERRECTORADO DE HVESTIG ACION ¥ POSCRADO % v
4 RS MUSEC DE HISTOREA NATURAL CaasP

“Afio del Didlogo y la Reconciliacién Nacional*

CONSTANCIA N°35-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYCR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:;

La muestra vegetal (talio), recibida de Ketty RojAas Berastein ; de la
Universidad Inca Garcilaso De La Vega; ha sido estudiada y cdlasificada como:
Opuntia ficus-indica L. Mill.; y tiene la sigulente posicidn taxondmica, segin el
Sistema de Clasficacién de Cronquist (1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA i
ORDEN: CARYOPHYLLALES
FAMILIA: CACTACEAE
GENERO: Opuntia
ESPECIE: Opuntia ficus-indica L. Mill.

Nombre vulgar: “penca de tuna®,
Determinado por: Mag. Asuncién A. Cano Echevarria

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte Interesada, para los fines
que estime conveniente.

Uma, 31 de enero de 2018

ACE/yhr, -~ 5 e
3 8 A
A Avenatn 129 o Marse N— Pt el B e
Apde. J6OOM, L 1L S G100 mooe TIL. 004 S0 L et o
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ANEXO N° 04: CERTIFICADO DE LAS CEPAS ATCC
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ANEXO N° 05: CEPAS BACTERIANAS DE PACIENTES

LABORATORIO BIOLOGICO Y ANALISIS CLINICO SANTA ROSA DE
PACHACAMAC E.ILR.L.

CONSTANCIA

Por medio de la presente hago constar que durante los meses de Octubre,
Noviembre, Diciembre 2017 y Enero del 2018, se han aislado de las diversas
muestras clinicas patolégicas de rutina, analizadas en el Area de Microbiclogia

del Laboratorio Biologico y Analisis Clinico Santa Rosa de Pachacamac ELR.L.
los siguientes microorganismos: !

a) Escherichia coli: 05. Correspondientes a Urocultivo.
b) Estafilococo aureus: 05. Correspondientes a Secrecién Faringea.
¢) Salmonelia typhi: 02. Correspondientes a Coprocultivo.

Asimismo, se hace entrega de las diversas muestras aisladas al T.M. Walter Siri
Rodriguez, miembro del Equipo de Docentes Investigadores de la Facultad de
Ciencias Farmaceuticas y Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega
para realizar Proyectos de Investigacitn y para los fines perfinentes,

Pachacamac. 12 de Febrero de 2018,
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ANEXO N° 06: VALIDACION DEL INSTRUMENTO
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NOJA DE VALIDACION DE LOS INSTRUMENTOS

FICHA DE OBSERVACION ADHOC DE RECOLECCION DE DATOS

AFLICACION DE LOS COLORANTES Tropaeolum tuberosurm (MASHUA} Y Dactyloplus coceus
{COCHINILLA) EN LA YINCION DE PARED CELULAR PRESENTE EN UN FROTES BACTERIANO
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APLICACION DF 1.OS COLORANTES Tropasolum twuberosum (MASHUA) Y Dactyiop!ns coccus

(COCHINILLA} EN LA TINCION DE PAREC CELULAR PRESENYE EN UK FROTIS BACTERIANO
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ANEXO N° 07: METODO DE COLORACION DE GRAM ™
[Sacsaquispe y Ventura, 2001)

a) FIJACION DE LA MUESTRA:

- Dejar secar el frotis en una superficie plana.

- Una wez seco pasarlc dos o tres weces por la lama del mechero. Mo
sobrecalentar.

- Dwejar enfriar la lamina antes de colorear.

by PREPARACION DE COLORANTES
COLORACION GRAM DE HUCKER
- Cristal violeta
- Cristal violeta: Solucion stock

- Cnstal violeta (280 a 85% contenido del colorante) 40 g
- Etanaol 25% 400 mL

Disclver y mezclar.

Almacensar en un frasco oscuro.

Rotular con fecha de un afio de expiracian.
Almacenar a temperatura ambiente.

- Solucion de oxalate de amonio (1%)

- Oxalato de amonic (grado reactivo) 18 g
- Agua destilads 1800 mL

Disclver y mezclar en un fresco oscuro.
Rotular con fecha de un afio de expiracian.
Almacenar a tempearatura ambienis.

- Cristal violeta: Solucion de trabajo

- Solucion stock de cristal violeta 40 mL
- Solucidn de oxalate de amonio {1%) 180 mL

Filirar la sclucién stock de cristal violeta &n wuna botella de vidric. Una vez que
ha filtrado completamente, filtrar a8 continuacicn la sclucién de oxalato de
amanio. Rotuler con la fecha de expiracion mas préxima de cuslguiera de la
soluciones stock.

- Lugol de Gram

- Cristal de yodo 1gr
- Yoduro de potasio 2gr
- Agua destilads 200 mL

Mezclar los cristales de yodo con el yoduro de potasio en un marfero.
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Agregar el agua destilada en pequenas cantidades.

Depositaro en un frasco de vidrio oscuro.

Rotular con facha de 8 meses de expiracion.

Alrmacensar & temperaturs ambisnts.

Precaucion: El yodo y yoduro de potasio son corrosivos. Evitar la inhalacion,
ingestidn o contacte con |a piel.

Decolorante; alcohol — acetona (1:1)

Etanaol 955 500 mL
Acetona 300 mlL

Mezclar el Etancl con la acetona.
Depositaro en un frasco de vidrio oscuro.
Rotular con facha de un ano de expiracion.
Almacenar a tepperafura ambiente.

Colorante de contfraste: Safranina

Safranine (certificada) 25 gr
Etanal (B5%) 100 mL

En un mortero disolver 0,25 g de s safranina (cerificads} en 10 ml de etznal
[85%), seguidamenie agregarle 80 mL de agua destilada.
Almacenar la sclucidn preparada en un frasco oscuro.

Procedimiento

Freparar un extendido fino del material en estudic y dejarlo secar al aire.

Fijar =l material al portaobjetc de modo que no s=a amasirado durante =l
proceso de tincion, pasando rapidamente el portachjeto 3 o 4 veces por la
llama del mechero o con metanol y dejar secar.

Colocar el preparado sobre un soporte de tincion y cubrir la superficie con
solucion de cristal violata.

Colorear un minuto y lavar con agua de cano.

Cubrir la lamina con lugol de Gram durante un minuto. Lavar nuevamente con
agus.

Sostener el portsobjeto entre el pulgar y el indice v banar la superficie con
unas gotas de alcohol acstona hastz no amastrar més colorante violeta,
Fenerslmente requiers de unos diez segundos o Menas.

Lavar con agua de cafo y colocar nuevamente el portacbhjeto sobre el
sopaorte.

Zubrir la superficie con safranina durante un minuto. Lavar con agua de canio.
Dejar secar la lamina.

Examinar |z lamina coloreada al microscopio con objetive 100 x de inmersion
[=ceite).
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