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RESUMEN
Esta investigacion tiene por objetivo determinar la actividad antioxidante y
antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas de Polylepis incana Kunth
para lo cual se realizaron estudios fitoquimicos, ensayos cualitativos y
cuantitativos. Se cuantifico la presencia de fenoles totales por el método de
F. Ciocalteu. La actividad antioxidante fue determinada por el método del
radical libre 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH). La actividad antimicrobiana
se determiné mediante el método de difusion en agar frente a Pseudomona
aeruginosa ATCC 9027 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy la
concentracion minima inhibitoria (CMI) por el método de microdilucion
colorimétrico en microplaca. El extracto etandlico de las hojas de Polylepis
incana Kunth contiene 1.44mg/Eq (Equivalente &cido gélico) por gr de
extracto seco y en el ensayo de DPPH presentd un porcentaje de captacion
de 65.06%. El método de difusibn en agar se realiz6 a diferentes
concentraciones de 120 mg/mL, 160 mg/mL, 240 mg/mL, 320 mg/mL (25%,
50%, 75%,100% respectivamente) frente a Pseudomona aeruginosa ATCC
9027 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. Se compard con el control
positivo (GentamicinalOug) observandose que para Pseudomona
aeruginosa ATCC 9027 no presentd actividad antimicrobiana en las
diferentes concentraciones, sin embargo, para Staphylococcus aureus
ATCC 25923 a una concentracion de 120 mg/mL (25%), se observé un
halo de inhibicion de 19 mm, mismo halo que presento el control positivo
(Gentamicina 10ug). A partir de este resultado, se realizé el método de
microdilucién colorimétrico para Staphylococcus aureus ATCC 25923
obteniéndose CMI de 0.78 mg/mL. Se concluye que el extracto etandlico
de las hojas de Polylepis incana Kunth tiene buena actividad antimicrobiana

Unicamente frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Palabras clave: Polylepis incana Kunth, compuestos fendlicos, flavonoides,

actividad antimicrobiana, actividad antioxidante.



ABSTRACT
This research aims to determine the antioxidant and antimicrobial activity of the
ethanolic extract of the leaves of Polylepis incana Kunth for which phytochemical
studies, qualitative and quantitative tests were carried out. The presence of total
phenols was quantified by the method of F. Ciocalteu. The antioxidant activity was
determined by the free radical method 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). The
antimicrobial activity was determined by the agar diffusion method against
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 and Staphylococcus aureus ATCC 25923
and the minimum inhibitory concentration (MIC) by the microplate micro-dilution
microdilution method. The ethanolic extract of the leaves of Polylepis incana Kunth
contains 1.44mg / Eq (Equivalent Gallic Acid) per gr of dry extract and in the
DPPH test presented a percentage of uptake of 65.06%. The agar diffusion
method was performed at different concentrations of 120 mg / mL, 160 mg / mL,
240 mg / mL, 320 mg / mL (25%, 50%, 75%, 100% respectively) against
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 and Staphylococcus aureus ATCC 25923.
It was compared with the positive control (Gentamicinl0ug), observing that for
Pseudomona aeruginosa ATCC 9027 did not present antimicrobial activity in the
different concentrations, however, for Staphylococcus aureus ATCC 25923 at a
concentration of 120 mg / mL (25 %), an inhibition halo of 19 mm was observed,
same halo that presented the positive control (Gentamicin 10ug). From this result,
the colorimetric microdilution method for Staphylococcus aureus ATCC 25923 was
obtained, obtaining a MIC of 0.78 mg / mL. It is concluded that the ethanolic
extract of the leaves of Polylepis incana Kunth has good antimicrobial activity only

against the strain of Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Key words: Polylepis incana Kunth, phenolic compounds, flavonoids, antimicrobial

activity, antioxidant activity.



INTRODUCCION

El género Polylepis es nativo de los andes tropicales. Su polinizacion es anemofila
crece en las alturas como arboles y arbustos. Se caracteriza por tener una corteza
compuesta por multiples laminas delgadas!. Debido al uso popular que se le da a
las hojas y corteza de este género, se hicieron investigaciones en la busqueda de
moléculas antioxidantes y antimicrobianas.

Teniendo en cuenta que la capacidad antioxidante de una muestra esta
determinada por interacciones sinérgicas entre los distintos compuestos.

En la actualidad, existen varios métodos para evaluar la capacidad antioxidante
de una muestra como la captura de radicales peroxilo ORAC — TRAP, reduccién
de metales (FRAP), reduccién de radicales (ABTS, DPPH)2. En la provincia de
Tucuman en Argentina, se identifico la especie Polylepis australis Bitter conocida,
popularmente, como tabaquillo, Aristimufio y colaboradores demostraron su
capacidad antioxidante comparado con la Mespilus germanica (nispero)?.

Su uso tradicional en afecciones respiratorias y como antihipertensivo fueron
validadas por los estudios realizados por Daud Thoene y colaboradores 2%
Ademas, en Tacna, se identificd la especie Polylepis rugulosa, la que por medio
de estudios microbiolégicos demostré tener efectos antimicrobianos frente a
patégenos como a Staphylococcus aureus y Escherichia coli .

El propédsito de esta investigacion es contribuir en el conocimiento de la
investigacion cientifica mediante el estudio de nuevas especies vegetales con
efecto antimicrobiano como la Polylepis incana Kunth, para hacer frente a
microorganismo que, con el paso del tiempo, estan generando resistencia a los
antibiéticos de uso comun. Ademas de encontrar metabolitos con poder
antioxidante que sirvan para detener el incremento de las enfermedades

degenerativas causadas por los radicales libres.



En este trabajo de investigacion se demuestra la actividad antioxidante y actividad
antimicrobiana mediante ensayos cualitativos y cuantitativos como la marcha
fitoquimica, donde se evidencian la presencia de metabolitos secundarios en el
extracto etandlico de Polylepis incana Kunth, también se realiz6 la cromatografia
en capa fina, cuantificacion de fenoles y el método de DPPH, para la actividad
antioxidante; Para la actividad antimicrobiana se realiz6 el método de difusion en
agar y MIC en cepas bacterianas de tipo gram positiva y gram negativa.
Comparandolo con un antimicrobiano (gentamicina).

En la presente investigacion el estudio se dividié en capitulos. En el capitulo I, se
plantea el problema y los objetivos de la investigacién, asi como la justificacion y
la viabilidad. En el capitulo I, se tom6 en cuenta los antecedentes y bases
tedricas de la investigacion, y se formularon las hipotesis, variables y términos
basicos. En el capitulo 1, se habl6 de la metodologia de investigacion, el disefio,
la poblacion y el procedimiento experimental. En el capitulo IV, se present6 y
analizé los resultados, asi como la discusion de los mismos. En el capitulo V, se
menciono las conclusiones a las cuales se ha llegado en la investigacion y se
daran algunas recomendaciones. Finalmente, se mencioné la bibliografia y los

anexos usados en el desarrollo de la investigacion



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA.

Los antioxidantes neutralizan la acciéon oxidativa de los radicales libres’” y de
aguellas moléculas como el oxigeno singlete, anidén superoxido, y radical hidroxilo
los cuales derivan del metabolismo normal de los seres vivos; Sin embargo,
cuando la cantidad de radicales libres sobrepasan la capacidad que tiene la célula
para protegerse se produce el estrés oxidativo, asociado a muchas enfermedades
de tipo degenerativas como la diabetes mellitus, arterioesclerosis, artritis, cancer,
Parkinson’. Los antioxidantes sintéticos de mayor uso en la industria de alimentos
y farmacéutica son el butilhidroxianisol (BHA), y el butilhidroxitolueno (BHT, Nno
obstante, han sido reportados efectos secundarios en humanos, como la
hepatomegalia, niveles altos de colesterol e, incluso, céancer hepatico, entre
otras®. Por tal motivo, existe una blsqueda incesante de moléculas con actividad
antioxidante que no presenten efectos citotdxicos ni genotoxicos las plantas son

una fuente de moléculas con actividad antioxidante que no tienen efectos nocivos.

Los antimicrobianos eliminan microorganismos patégenos causantes de diversas
enfermedades gastrointestinales, respiratorias, entre otras, las cuales cuentan con
un tratamiento farmacoldgico; Sin embargo, en la actualidad se reportan casos de
resistencia bacteriana frente a los farmacos prescritos.

Por ende, una forma de contribuir a la solucion de esta problemética es encontrar
una especie vegetal que presente principios activos capaces de revertir los
problemas de salud que aguejan a la poblacién mundial.



1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1 Problema General

¢ Tendra actividad antioxidante y antimicrobiana el extracto etandlico de las

hojas de Polylepis incana Kunth?

1.2.2 Problemas Especificos.

1. ¢El extracto etandlico de las hojas de Polylepis incana Kunth presentara

metabolitos secundarios?

¢El extracto etandlico de las hojas de Polylepis incana Kunth, tendra

actividad antioxidante?

¢ El extracto etandlico de las hojas Polylepis incana Kunth, tendra actividad
antimicrobiana frente a los microorganismos Staphylococcus aureus

(grampositiva) y Pseudomona aeruginosa (gramnegativa).?

1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
1.3.1 Objetivo General

Determinar la actividad antioxidante y antimicrobiana del extracto etandlico

de las hojas de Polylepis incana Kunth.

1.3.2 Objetivo Especificos.

1.

Identificar las clases de metabolitos secundarios presentes en el extracto

etandlico de las hojas de Polylepis incana Kunth.

Determinar la actividad antioxidante del extracto etandlico de las hojas de
Polylepis incana Kunth mediante el método de radicales libres - DPPH y

cuantificar el contenido de fenoles totales por el ensayo de Folin Ciocalteu.

Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto etanolico de las hojas
Polylepis incana Kunth, frente a los microorganismos Staphylococcus

aureus (grampositiva) y Pseudomona aeruginosa (gramnegativa).



1.4JUSTIFICACION

En la actualidad, se busca obtener y descubrir nuevas sustancias
quimicas de origen vegetal que puedan ser empleadas en la
formulacion de medicamentos para el tratamiento de enfermedades
causadas por el estrés oxidativo las cuales puedan ser empleadas
como un tratamiento de primera eleccidon; por otro lado, los
microorganismos causantes de las infecciones, tienen un alto nivel
resistencia a los antimicrobianos comunes.

Ante esta problematica, se justifica realizar esta investigacion en
nuevas especies vegetales con uso tradicional como una
alternativa de encontrar los metabolitos secundarios que presenten
actividad antioxidante y una potencial actividad antimicrobiana
como es la del género Polylepis incana kunth, la cual no ha tenido
aun estudios cientificos, pero su género ha demostrado tener una

buena actividad frente a estas afecciones.

1.5 LIMITACIONES DE LA INVESTIGACION

Una de las primeras limitaciones fue la falta de bibliografia y
estudios de la especie Polylepis incana Kunth en nuestro pais en
el campo farmacologico.

Otra limitacién fue la viabilidad de las cepas, las cuales tenian que
ser frescas para los ensayos sobre todo la cepa de Pseudomona
aeruginosa, pero se logré superar ello realizando varias siembras

hasta obtener las cepas adecuadas para los ensayos.



CAPITULO I
2.1 ANTECEDENTES

2.1.1 Nacionales.

Céaceda Quiroz (2012) realizé un estudio titulado “Evaluacion de la actividad
antibacteriana in vitro del extracto alcohdlico de las hojas de Polylepis rugulosa
(quefua)”, con el fin de demostrar la actividad antibacteriana contra cepas
uropatégenas como el Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli.
Obtenidas del hospital Hipélito Unanue en Tacna®. Utilizé el método de difusion de
disco y el método de dilucion en liquido para hallar la concentracion minima
Inhibitoria (CMI), obtuvo como resultado para Staphylococcus aureus ATCC
25923 un halo de 11.2mm y la CMI de “4,375 mg/mL” y para Escherichia coli de
“3,125 mg/mL”.

2.1.2 Internacionales.

Daud T, Habib I; y Sanchez R; (2007) realizaron un estudio titulado “Actividad
diurética de extractos acuosos de Polylepis australis Bitter (quefioa)”, con el
objetivo de analizar la actividad diurética por via oral en ratas wistar, se obtuvo
como resultado que las dosis de 200 y 400 mg/kg tuvieron mayor actividad
diurética que el grupo control y a la furosemida (20 mg/kg). Ademas, hallaron
gue su capacidad diurética seria similar a los diuréticos tiazidicos. Los resultados
validarian el uso popular de hojas y corteza de quefioa como antihipertensivo

como consecuencia de su actividad diurética3.

Aristimufio, M; Reynoso, M. Habib, N. et al. (2008) realizaron un estudio titulado
“El contenido de fenoles totales y su relacién con la posible actividad antioxidante
de hojas de dos especies vegetales”. Polylepis australis (quefioa) y Mespilus
germanica (nispero), ambas de la familia Rosaceae y de uso popular. El
contenido de polifenoles fue de 7,0 (EA) mg/gr en quefioa, y de 2,5 (EA) mg/gr en
nispero. Para el radical DPPH obtuvieron un porcentaje de depuracion superior al
87 % (a 200 pg/ ml), en comparacion con los controles positivos: BHT (84,5 %) y
Quercetina (93,4 1%). El resultado de su investigacion muestra una correlacion
significativa entre el contenido de polifenoles y la actividad antioxidante de la

Polylepis australis (quefioa)”.



Daud T, Habib I. y Sdnchez R. (2008) realizaron un estudio titulado “ Actividad
antimicrobiana de extractos alcoholicos de hojas y corteza de Polylepis australis
Bitter quefioa)”, con el objetivo de determinar su actividad antimicrobiana frente a
cepas de Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa, las que dieron
como resultado un halo de inhibicion de 8-11 mm para Staphylococcus aureus y
6-9 mm para Pseudomona aeruginosa. Los resultados para la CMI para
Staphylococcus aureus fue de 1,25mg/mL y para Pseudomona aeruginosa de 2,5
mg/mL. El extracto etanolico de corteza presentd menos actividad antimicrobiana
que el de hojas, el cual resultdé bactericida en Staphylococcus aureus vy
bacteriostatico en Pseudomona aeruginosa. El extracto alteré la permeabilidad
membrana citoplasmatica con una consecuente pérdida de citosol y muerte
celular en Staphylococcus aureus. En el caso de Pseudomona aeruginosa,

hallaron ampollas y vesiculas en la membrana externa®.

Maria L. Tereschuk y colaboradores (2007)° realizaron un estudio titulado
“Actividad antimicrobiana de flavonoides aislados de Tagetes del noa”. Aislaron
dos flavonoides Quercetagetina 7-O- glucésido y 7-O-arbinosil galactésido los
cuales presentaron actividad antimicrobiana y mayor sensibilidad en las cepas

Gram negativas. Para la separacion utilizaron técnicas clasicas y HPLC.

Hervert y colaboradores (2006)%° realizaron un estudio titulado “Metabolitos
secundarios y actividad antimicrobiana de Pluchea carolinensis.”

Detectaron la presencia de flavonoides en los extractos CHCI3, AcOEt y n-BuOH,
el extracto CHCI3 a 1 000 pg/mL presentdé una actividad biolégica Bacillus
subtilis, mientras que los extractos AcOEt y n-BuOH a la misma concentracién
también mostraron buenos resultados en Staphylococcus aureus y Bacillus

subtilis.

Modak B. (2002)!! realizd un estudio titulado “Actividad antibacteriana de
flavonoides aislados del exudado resinoso de Heliotropium sinuatum?”.

De la cual se aisl6 y caracterizo ocho flavonoides. Logro ademas cuantificar la
actividad antibacteriana de los compuestos aislados de la resina empleando el

método de “tiempo generacional bacteriana” en una cepa de Escherichia coli.



2.2 BASES TEORICAS

2.2.1 POLYLEPIS

2.2.1.1 Taxonomia del género Polylepis

Segun la clasificacion APG Il 12 |la familia Rosaceae esta compuesta por 95
géneros y 2830 especies, distribuida en gran parte del mundo. En la
subfamilia Rosoideae, la tribu Sanguisorbeae presenta 15 géneros de gran
interés como los géneros Polylepis, Tetraglochin, Margyricarpus y Acaena.
Los géneros mas representativos en América del sur son de gran interés
bioldgico y geogréfico. La posicion taxondémica que presenta es la

siguiente:

Tabla N° 1: Clasificacién taxonémica del genero Polylepis spp

REINO: Vegetal
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida
SUBCLASE: Rosidae
ORDEN: Rosales
FAMILIA: Rosaceae
TRIBU: Sanguisorbeae
GENERO: Polylepis

Fuente: Clasificacién APG IIl (Bremer et al., 2009)*?



2.2.1.2 Caracteristicas botanicas del género

El termino Polylepis tiene un origen griego “Poly” y “lepis” lo cual hace
referencia a las capas que presenta su corteza. Este género tiene entre 15
a 28 especies entre arboles y arbustos'3; por lo general, los arboles miden
hasta 25m de altura algunos arbustos de 5m hasta 10 m. En el Perq, es
conocido por los pobladores como: Quinawira, quinawiro, queufia, quefiua,
etc. y otros pueden llegar a rebasar los 25 m de altura (P. lanata, P. pauta):

En el Per(, se reportan 15 especies?!?.
2.2.1.3 Polylepis incana kunth
Pretell y colaboradores'# sefialaron las caracteristicas botanicas para esta

especie:

Tabla N° 2 Caracteristicas botanicas de Polylepis incana kunth

La corteza es de color rojizo a marron, gque se desprende en
TALLO forma continua en laminas delgadas translucidas.

Son compuestas, imparipinnadas, de 3 foliolos de hasta
23mm. de largo. Los foliolos son de color verde claro a
verde obscuro brillante en el haz, glabros, con el enves
HOJAS blanquecino-grisaceo a amarillo y pubescente. Sus

nervaduras son bien marcadas

Son incompletas presentan una inflorescencia en racimos
que vade 5a 10 florestienen un diametro de 5mm de altura
FLORES y 5mm de ancho, y poseen entre 20 a 28 estambres.
Contienen abundante polen.

El fruto, de unos 5mm de largo por 4mm de ancho, es Seco.

drupdceo, con cuatro aristas terminadas en cortos
FRUTO -
aguijones.

No son viables debido a la dicogamia y la polinizacion

SEMILLA anemofila. Recoleccion entre abril y junio.

Fuente: Betancourt J; Y Rojas M. (2011)%4.



2.2.1.4 Distribucién geografica

La distribucion geogréfica de este género es Unica en Sudamérica, se ubican
desde Venezuela, Argentina hasta el norte de Chile'® y se encuentran entre los
3000 y 4800 msnm. La especie Polylepis australis original de Cérdoba, Argentina
crece a una altura de 1800 msnm contrario a este, la especie Polylepis
tarapacana en Bolivia crece a 5000 msnm, siendo los bosques que crecen a

mayor altitud en el mundo.

Tabla N° 3: Especies del género Polylepis registrados en América del Sur

PAIS ESPECIES
Peru 19
Bolivia 13
Ecuador 7
Argentina 4
Colombia 3
Chile 2
Venezuela 1

Fuente: (Kessler 2006, Arévalo y Recharte 2003)*5.

2.2.1.5 Distribucion en el Peru

El género Polylepis se distribuye en el Pera entre los 2800 a los 1800 m.s.n.m.,
con variaciones. Este género lo encontramos cerca de los andes y grandes
alturas, pueden sobrevivir cerca de cordilleras y nevados. Su adaptacion al clima
le permite realizar sus funciones bioldgicas incluso a temperaturas tan bajas como
4° C'6, Su desarrollo por lo general va desde suelos residuales y superficiales,
hasta laderas con piedras. Se le puede encontrar también en profundos valles y

quebradas. Prefiere terrenos de textura media y ligeramente acidos!’.

2.2.1.6 Usos del género Polylepis
Uso de la madera como lefia, para la elaboracion de carbéon, para construccion de
cercos y trabajo en carpinteria por su alta duracion. Su facil y rapida adaptacion a

climas de andinos facilita su reforestacion colaborando con el clima.
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Se usa también para proteger al ganado durante los nevados. Tinte para lana y
algodon de color marron, producido de las hojas, corteza y ramas. Ademas el uso
popular como infusibn de las hojas y corteza para combatir infecciones

respiratorias, problemas de hipertension y como diurético®®,

2.2.2 EL ESTRES OXIDATIVO

La mayoria de seres vivos necesita del oxigeno para mantener sus funciones
vitales; sin embargo, es del oxigeno que van a derivar las especies reactivas
(ERO) vy los radicales libres (RL) como productos de los procesos metabdlicos
aerobios?!. Estas moléculas con alto poder oxidante provocan serios dafios en
moléculas que son esenciales para el ser vivo como acidos nucleicos, proteinas,
lipidos, ante tal ataque el organismo se defiende usando moléculas antioxidantes,
sin embargo, una excesiva producciéon de EROs puede desbordar la defensa de
antioxidantes generando un desbalance entre oxidantes y antioxidantes, conocido
como estrés oxidativo siendo este el origen de un sin numero de enfermedades
degenerativas ademas del envejecimiento!®.Ver fig.1 Un factor importante en la
prevencion de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo es el consumo

de antioxidantes en la dieta, sobre todo los de origen vegetal.

Rifones Feto
Pulmones
Glomerulonefritis Pre-eclampsia
Asma s - .
iee - Insuficiencia Restriccion
Bronquitis cronica .. _
renal crénica Crecimiento U

Articulacion p - . e
Avrtritis <:| 1 |:> Cataratas
Reumatismo Enfermedades de

A d la vista
Cere_hro Multiorganicas Corazon- vasos
Alzheimer Ca Al I 3
Parkinson -ancer terosclerosis
Pérdida de Envejecimiento Hipertensién
Diabetes Isquemia

memaoria

Figura N° 1: Enfermedades relacionadas al estrés oxidativo

Fuente: Pham —Huy et al. 2008
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2.2.2.1 Especies oxidantes. Una especie oxidante es aquella capaz de
aceptar electrones generando un desequilibrio electrénico en las moléculas
gue estan en contactos con ella. Estas son conocidas como especies
reactivas del oxigeno (ERO) y los radicales libres!®. Las ERO tienen

distintos grados de reactividad y tiempos de vida media. (Tabla N°4)

Tabla N° 4: Periodo de tiempos de vida media de las ERO

Radical Formula Tlemsgige[s\;lda
Radical hidroxilo -OH 109
Radical alcoxilo RO- 10
Oxigeno singlete 102 105
Anién peroxinitrito ONOO- 0.051
Radical peroxilo ROO- 7
Oxido nitrico -NO 1-10
Perdxido de hidrégeno H202 Descompp§|0|on

enzimatica

Radical anion 0, Descomposicion
superoéxido enzimatica

Fuente: Bergendi et al., (1999)°

2.2.2.2 Agentes quimicos estimuladores de ROS

Diversos estudios consideran que existen productos con la capacidad de
estimular la produccion de especias reactivas de oxigeno.

existen diversas drogas y farmacos sobre todo los del tipo inmunosupresoras?® y
los tratamientos quimioterapicos, las cuales intensificarian la produccién de las
especies reactivas esto debido a sus efectos secundarios. Existen también
compuestos con efectos toxicos para el organismo como las micotoxinas, las que
se encuentran en hongos comestibles y otros alimentos.

Otras toxinas como la zearalenona y la toxina T-2, las que son producidas por
distintas especies del género Fusarium también, tienen un efecto inductor en la
produccion de las ERO las cuales dafian el tejido hepatico y tejidos del rifion?.
Otro factor en la excesiva produccion de especies reactivas, es la acumulacion de
metales en el organismo, alterando el equilibrio quimico en las células, por un
aumento de las ERO, este seria el caso para las personas que estan siendo

tratadas de anemia con hierro?2.
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2.2.2.3 Radicales Libres

Los radicales libres son especies quimicas muy inestables, pues presentan un
electron desapareado en su ultimo orbital, lo cual los hace muy reactivos, tienen
una vida media corta, debido a esto ejercen su accion cerca del lugar donde se
formaron?3. Para alcanzar una estabilidad, estas especies se unen a moléculas
cercanas a ellas que pueden ser de tejidos corporales, membranas celulares,
ADN Yy otras proteinas?* alterando su estructura molecular y convirtiéndolos en
otros radicales, los cuales atacan a otras moléculas cercanas y desatan una

reaccion en cadena e incrementan la cantidad de estas especies®.

2.2.2.4 Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas, que por sus propiedades, pueden detener o
prevenir una cadena de propagacion oxidativa, logrando estabilizar al radical libre
generado en el proceso del estrés oxidativo?®. En el organismo, tenemos varios
antioxidantes que van a ser nuestra primera linea de defensa ante el ataque
radicalario (Tabla 5), pero para ser considerados antioxidantes estos deben

cumplir ciertas caracteristicas.

Segun Ballard 27 las caracteristicas son las siguientes:

Ser capaz de competir con el oxidante.
b. Debe tener la capacidad de regenerarse para establecer un
equilibrio entre el antioxidante y la especie reactiva.
Debe localizarse cerca de las especies oxidantes.
d. No puede ser tdéxico para el sistema ni ser integrante de la reaccion
e. Ser solo reactivos con el sustrato sin alterar sus caracteristicas

propias.
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Tabla N°5 Mecanismo de accién de los antioxidantes naturales?®

ANTIOXIDANTES ACCION
Catalaza Responsable de la transformacion del
peroxido de hidrogeno, en HzO (agua) y Oz
Superoxidodismutasa | Elimina especificamente el anion superoxido
0D Sintetizado por los epitelios de tipo alveolar, vy

en los endotelics vasculares.

El glutation (GSH)

Por presentar un grupo sulfhidrilo (-5H) es el

elementa clave en los sistemna detoxificadores.

Albumina

Amortiguador del efecto oxidativo.

Tacoferoles

Protegen las membranas de los hematies.

Pueden neutralizar al oxigeno singlete.

Acido ascorbico

Cataliza el peroxido de  hidrogeno

convirfiendolo en agua v oxigeno.

Carotenos Por su liposolubilidad, ejercen su accion en los
compartimentos mas hidrofobicos.

Licopeno Es el mejor agente neuiralizador del oxigeno
singlete.

Acido urico Meutraliza eficazmenie al radical hidroxilo y
peroxilo, v puede prevenir al acide ascorbico
de la oxidacion.

Taurina Presente tanto en el medio infracelular como

el extracelular.
Su concentracion es mas elevada en celulas

que soportan mas carga oxidativa.

Fuente: Paredes F. y Roca (2002)25.
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Existen antioxidantes extracelulares, como las antiproteasas y la ceruloplasmina,
las cuales tienen como funcion inhibir la peroxidacion lipidica. También, tenemos
a los antioxidantes de tipo artificial como la N-acetilcisteina, el dimetilsulfoxido

(DMSO), la etildimetiltiourea y el etanol?8.

Tabla N°6 Tipos de antioxidantes

ENZIMATICOS NO ENZIMATICOS
Endbgenos Exégenos

— Catalasa — Glutatién — NADPH
— Superdxido dismutasa | — Tocoferoles — Etanol
(50D) — Acido ascérbico — Etildimetiltiourea
— Sistema glutation — Carotenos (albumina, — Dimetilsulféxido (DSO)
— Glucosa fosfato ceruloplasmina y acidos | — N-acetilcisteina y otros
deshidrogenasa (genera | grasos) tioles
NADPH)

Fuente: Fernando Paredes Salido (2002)2.

2.2.3 Compuestos Fendlicos

2.2.3.1 Sintesis de compuestos fendlicos

Las sustancias conocidas como compuestos fendlicos son aquellas que tienen,
en su composicion, un anillo aromatico con uno o mas sustituyentes hidroxilos,
en su mayoria son glicosidos, mezclado con una cantidad de azucares. Son
separables en H20 y relativamente polares. El método mas indicado para su
identificacion y andlisis cuantitativo es por medio de la absorciéon UV, la cual es
intensa debido a su naturaleza aromatica, ademas, con una solucién al 1% de
cloruro férrico se tornan de color verde, purpura, azul o negro. Asi mismo,
muestran desplazamiento batocrémico caracteristico en presencia de alcalis 2°.
Varios grupos de materiales poliméricos de plantas como las ligninas y taninos
son polifenolicos. En la tabla 7, se muestra la concentracion relativa en tejidos
vegetales de estos compuestos fendlicos que podemos encontrar en la

naturaleza, de las cuales se conocen 4000 aproximadamente3°.
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Tabla N° 7: Concentracién en tejidos vegetales

Tejido Concenfraciones relafivas
Fruto acidos cinamicos > catequinas =
leucoantocianinas (flavan-3 4-dioles) > flavonoles
Hojas flavonoles = acidos cinamicos >
catequinas = leucoantocianinas
Tronco catequinas = leucoantocianinas > flavanoles >
acidos cinamicos
Corteza Al igual que en el ronco pero en altas concentraciones

Fuente: Robards et al. (1999)3L.

2.2.3.2 Actividad antioxidante

Diversos estudios han atribuido propiedades antioxidantes a los compuestos

fenolicos, sobre todo a través del consumo de frutas y verduras como preventivos

de enfermedades degenerativas, cancer etc.3l. Los polifenoles pueden prevenir la

oxidacion lipidica, la mutacion &cidos nucleicos y el dafio del tejido ocasionado

por las especies reactivas del oxigeno etc. (Fig. 2)

30, H,0, LH

- Formacion
Fenolicos-======cmmmatommmccccanan

. Inactivacion

02", Hz05, '0,, LOOH, LOY L', LOO %0, L-L,
( Especies Reactivas del Oxigeno ) LOH, H0
Fendlicos-=========-- L2
Lipido Proteina DNA
Fendlicos-======mmmecleccccacncunn.

Daiio del Tejido

Figura N° 2. Propiedades de los compuestos fendlicos

Fuente; Shahidi (2004)3L,
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La conducta antioxidante de los compuestos fendlicos, al parecer, esta
relacionada a su capacidad de quelar metales, inhibir la lipoxigenasa y captar
radicales libres, ademas de algunos casos donde promueven la reaccion de
oxidacion in vitro 31,
Existen dos condiciones basicas para que un compuesto fendlico sea clasificado
como antioxidante:
1. Retrasar o prevenir la autooxidacion o la oxidacion mediada por un
radical libre, esto se da cuando se tiene una baja concentracion respecto
al sustrato que sera oxidado.
2. Cuando el producto final de la reaccion es estable y no pueda

interactuar con otros, provocando otras oxidaciones posteriores.

2.2.3.3 Actividad antimicrobiana

En un estudio realizado por Ana Maria en 2015 32 observé que el extracto de
semilla de uva causo afecciones en la membrana bacteriana del H. pylori y tuvo
mas accién en las proteinas ribosomales. La composicion de altas
condensaciones de metilgalato con catequina tuvieron gran accién inhibitoria en

las cepas de H. pylori.

2.2.4 Los Flavonoides

Flavonoide proviene del latin flavus el cual representa el tono amarillo y rojo
analogo a la tonalidad de la miel®. Los flavonoides pertenecen a un grupo
aromatico que estdn generosamente repartidos entre el reino vegetal, y
componen la mayor cantidad de las tonalidades entre amarillo, rojo y azul de las
plantas y frutos. Cuyos matices poseen el poder de cuidar al organismo de
agentes oxidantes capaces de producir cancer, etc. EI hombre es incapaz de
producirlos; por eso, se debe consumir en la alimentacibn o en forma de
suplemento3*. En 1930, el nobel Szent-Gyorgy fue quien descubrié los
flavonoides, a partir de la cascara de limoén, obtuvo la citrina con capacidad de
regular la permeabilidad de los capilares sanguineos. Los flavonoides fueron
conocidos como vitaminas por su cualidad de permitir la regularizacion de la
permeabilidad capilar y ademas de tener similitud con la vitamina C; sin embargo,
no se pudo confirmar con exactitud su mecanismo de accién y se abandoné esta

denominacion en los afios 195035,
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2.2.4.1 Estructura quimica

“Presentan un peso molecular bajo y en su configuracion comparten un esqueleto
de difenilpiranos (C6-C3-C6), muestran dos anillos de fenilos (A y B) enlazados
por un anillo C de pirano (heterociclico). la numeracion va desde el carbono C del
2 al 8 y los del anillo B desde el 2' al 6'12” (fig. 3)%.

Su accién como antioxidante depende de las reacciones de Oxido - Reduccién de
sus grupos hidroxifendlicos y de la estrecha relacion estructural entre las
diferentes partes de la estructura quimica 3.

Al poseer este tipo de configuracion quimica, le permite tener una infinidad de

patrones de sustitucion y variaciones en el anillo C. 34

Figura N° 3: Nucleo basico de un flavonoide
Fuente: Pérez Trueba (2003)%.

2.2.4.2 Caracteristicas Generales

Presentan buena solubilidad en agua y etanol. La presencia del anillo aromético le
da una condicion fendlica. Por sus diferentes tonalidades, son utilizados en tintes
de lana y, recientemente, se emplean como conservadores de las grasas y jugos
de frutas por la capacidad antioxidante de sus polihidroxiflavonas®®. Otros usos
muy importantes hoy en dia es la de los glucosidos de dihidrochalconas como

endulzantes y de la rotenona como veneno para insectos, etc.
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2.2.4.3 Clasificacion
Segun sus caracteristicas estructurales y por el lugar de sus sustituyentes en los
carbonos 2> C4 C3,se pueden encasillar segln la tabla N° 8.

Tabla N° 8 Clasificacion de los flavonoides segun su estructura

Nombre Descripcion Ejemplo

Antocianidinas Tiene un grupo —OH unido Antocianidina
en posicion 3, pero ademas
poseen un doble enlace entre
los carbonos 3y 4 del anillo C

Flavanos Con un grupo —-OH Catequina
en posicion 3 del anillo C

Flavonas Poseen un grupo carbonilo Diosmetina
en posicion 4 del anillo C
y carecen del grupo hidro-
xilo en posicion C3

Flavonoles Grupo carbonilo en posicién
4y un grupo —OH en posicion Quercetina
3 del anillo C

Fuente: Christopher Isaac et al. (2009)%>.

2.2.4.4 Fuentes de flavonoides

Por lo general, se hallan en frutas, verduras, semillas y flores los que pueden ser
parte de la dieta; también se puede unir a vitaminas y algunos minerales para
tomarse de forma suplementaria. Ademas, los podemos encontrar en la sintesis
de plantas como el aradndano, Ginkgo Biloba, Cardo Mariano o Crataegus. La
ubicacion principal de estos flavonoides se encuentra en las hojas; Sin embargo,
la cebolla presenta una gran de cantidad de quercetina 4'-D-glucésidos 17,

simbolizando una inusual excepcion®®.
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Tabla N° 9: Fuente de flavonoides en los alimentos®>.

Subgrupos de ] . .
R Flavonoides especificos Fuente de alimentos
. Cebollas, manzanas
Quercetina, : .
Flavonoles kaempferol,miricetina,isorhamnetina ;‘;fr:;a'es de  hoja,
. o Pergjil,  aji, apio,
Flavonas Luteolina, apigenina alcachofas especias
. . . o Frutas cifricas y jugos
Flavanones Hesperetina, naringenina, eriodictiol de citricos
. . . Te, chocolate, frutas
Flavanoles Catequinas, epigallocatequinas, | 4" a1 semilla de
Teaflavinas uva
. Cianidina, delfinidina, malvidina,| La mayoria de las
Antocianidinas pelargonidina, peonidina, petunidina | bayas( berries), caupi
. L o Soja, alimentos
Isoflavonas Daidzeina, genisteina, glicitaina derivados de 1a s0ja

Fuente: Christopher Isaac et al. (2009)3°

2.2.4.5 Actividad antioxidante

Los flavonoides poseen la particularidad de unirse a las enzimas, &acidos
nucleicos, carriers para acelerar el transporte de electrones y eliminan radicales
libres. Algunas investigaciones respaldan las propiedades de los flavonoides las
que son resaltadas por actuar como defensores en las enfermedades que
declinan la salud del ser humano como cancer, diabetes mellitus, cardiopatias
etc.%6. Se conoce su accion como antiviral, antiinflamatorio, antialérgicos vy
propiedades antitromboética®’. Los flavonoides actian al nivel de la parte
hidrocarbonada de la doble capa lipidica de las células, alteran y disminuyen la
fluidez de esta debido a las reacciones hidrofobicas del flavonoide con las
cadenas de acidos grasos presentes en la membrana®. Estudios demostraron
que la quercetina actia eliminando la fase de peroxidacion lipidica de los
fosfolipidos y del &cido linoleico de los hematies, ademas actia sobre la
membrana celular de las células sanguineas inhibiendo la fotooxidacion de la
vitamina E usando como fotosensibilizador a la hematoporfirina . También se ha
demostrado su capacidad de reducir la citotoxicidad de las LDL oxidadas in vitro
producidas por macréfagos®®. En el higado, la quercetina altera las vias de
expresion de proteinas celulares mediante la inhibicion de la activacion de las
células estrelladas. Los flavonoides inhiben a las monooxigenasas ligado al
citocromo P-450, lo que indicaria que juegan un rol importante en la regulacion de

la activacion de carcinogenos.
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Las chalconas y flavononas actian como preventivos en la progresion de los
hepatomas por su accion sobre las quinonas reductasas®.

Los flavonoides protoantocianidicos pueden ingresar a las membranas celulares
por su nhaturaleza liposoluble e hidrosoluble pueden atravesar la barrera
hematoencefélica. Por eso, a diferencia de otros antioxidantes tienen la
capacidad de proteger a células cerebrales. Ademas, participan en el proceso de
la inflamacion y las alergias potencian la actividad de las células natural killer del
sistema inmune “°. Su poder antioxidante esta ligado a su capacidad de eliminar
el hierro. Estudios recientes comprobaron que, en células tratadas con un
compuesto téxico y estando en bajas concentraciones, tienen la capacidad de
evitar la desintegracion y oxidacion del ADN. Esta accion protectora se debe a su
lipofilicidad*°.

2.2.4.6 Técnicas para identificacion de compuestos fendlicos

Reaccion de color

Para la identificar la presencia de flavonoides, por lo general, se utiliza la reaccion
de SHINODA la cual consiste en colocar un trozo de magnesio y unas gotas de
HCI concentrado, en el extracto alcohdlico incoloro o ligeramente amarillo, lo que
como positivo la decoloracién inmediata. Segun el tipo de los flavonoides seria®!.
Flavonas y flavonoles (amarillo a rojo)

Flavanonoles (rojo a magenta),

Flavanonas (rojo magenta, violeta, azul)

w0 N PE

Las isoflavonas, chalconas y auronas (incoloro).

Cromatografia de capa fina

Es el método mas sencillo y de rapido analisis, que se utilizan como soporte la
celulosa, silica gel y poliamida. Los flavonoides son localizados por medio del
revelado con luz ultravioleta.

El revelado es con Luz ultravioleta a una longitud de onda de 366 nm para los que
no son visibles a la luz uv se usa AICI3, Complejo Difenil 4*. La Cromatografia de
papel (CP) y la cromatografia de capa fina (CCF) son las técnicas mas utilizadas
para la determinacion de flavonoides en extractos crudos de plantas o en

fracciones.

21



2.2.5 AGENTES PATOGENOS
2.2.5.1 Bacterias: Las bacterias son microorganismo que tienen una amplia
distribucion en la naturaleza. Segun las caracteristicas de su pared celular, las

bacterias pueden asociarse en dos conjuntos: Gram positivas y Gram negativas*?.
a. Bacterias Gram Positivas: Son bacterias que no tienen capsula, son
inmoviles y no esporuladas existen algunas que han creado una capsula de

limo y son anaerobias facultativas*3.

Tabla N°10: Clasificacién Taxondmica de Staphylococcus aureus:

Staphylococcus aureus

Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacili
Orden: Bacillales
Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus

Especie: S. aureus

Fuente: Ruiz de Gopegui E (2015)*

El género Staphylococcus se compone de cocos Gram positivos, que miden un
diametro de 0.5 a 1.5um, se encuentran agrupados, en pares, tétradas, cadenas
cortas o formando racimos de uvas (Ogston). La mayoria de los estafilococos
producen catalasa. Siendo esta capacidad la que los diferencia de los géneros
Estreptococos y Enterococcus, los cuales no producen catalasa. Las especies
forman sus colonias en y una zona especifica del huésped. Se transmiten a
alimentos contaminados generan toxiinfecciones alimentarias en el ser humano.
Existe mayor riesgo de colonizacion por S. aureus en aquellas personas que
sufren de enfermedades dérmicas, pacientes con diabetes, insuficiencia renal con
didlisis, pacientes por VIH y enfermedades hepaticas terminales. Ademas es el
responsable del 13-19% de las neumonias intrahospitalarias junto con P.

aeruginosa.*?
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b. Bacteria Gram negativa
Tabla N°11: Clasificacién taxonémica de Pseudomona aeruginosa:

Pseudomona aeruginosa

Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae
Género: Pseudomona

Especie: P. aeruginosa

Fuente: Ryan KJ et al (2004)4°

Es una de las bacterias mas resistente a los antibidticos; ademas, de ser
considerado como el responsable de bacteriemias mas frecuentes y con mayor
mortalidad que las otras especies de pseudomona®.

La P. aeruginosa puede ser reconocida por su color perlado y olor a uvas in vitro.
Se pueden identificar en el laboratorio por la produccién de piocianina y
fluoresceina. P. aeruginosa tiene la habilidad de crecer a temperaturas de 42 °C,
pueden crecer en combustibles como el querosene, ya que puede nutrirse de
hidrocarburos®®>. Es responsable de la gran mayoria de infecciones
intrahospitalarias.

Los pacientes que se encuentran con inmunosupresion, enfermedades
pulmonares asi como aquellos que han sufrido quemaduras severas, neutropenia
inducida por quimioterapia son los mas vulnerables. Sin embargo, se han aislado
colonias de esta bacteria en las heces de personas sanas desde un 2 a 8%, lo
gue demuestres que tenemos contacto con esta bacteria y va depender como se
encuentre el sistema de defensa del individuo para que se pueda desarrollar la

infeccion?t.
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2.2.5.2 Antimicrobianos
Se le denomina antimicrobiano a cualquier agente que va interferir en el
crecimiento y la actividad de los microorganismos, y depende del grupo sobre el

cual ejerza su accion tendra un nombre especifico?’.

2.2.5.3 Resistencia Bacteriana

La resistencia bacteriana se dio con la S. aureus. A inicios del afio 1960, las
cepas resistentes a penicilinasas llevé al desarrollo de resistencia a meticilina
(MRSA, siglas en inglés), las cuales se fueron diseminando rapidamente por todo
el mundo#’. En las ultimas décadas, el aumento de cepas resistentes ha ido en
aumento, esto debido al uso indiscriminado de antibioticos. S. aureus es una de
las bacterias con mayor incidencia en los hospitales y establecimientos
comunitarios; ademas es responsable de muchas enfermedades en humanos y
animales, desde infecciones simples como foliculitis, forunculitis, hasta
infecciones mas severas y complejas como neumonias, endocarditis, infeccion de
meninges o bacteriemias. Los pacientes con diabetes estan ligados en un 20%

con este patégeno también los neonatos, pacientes inmunodeprimidos,
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2.2.6 METODOS PARA LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
2.2.6.1 DETERMINACION DE FENOLES TOTALES

Ensayo de Folin-Ciocalteu

Este método tuvo su origen en 1927 cuando se realizaban andlisis quimicos de la
tirosina. Luego Singleton y Rossi (1965), mejorarian el ensayo aplicandolo en
fenoles del vino.

Este reactivo conocido como Folin-Ciocalteu (RF-C) es una mezcla de acido
fosfotungstico (H3PW12040) y acido fosfomolibdico (H3PM012040) en un medio
alcalino (Na2CO3 al 5-10 %, acuoso).

La mayoria de compuestos fendlicos son altamente oxidables en medio alcalino
los cuales al reaccionar con el molibdato forman el 6xido de molibdeno MoO,
compuesto de color azul que puede ser leido y cuantificado por un
espectrofotometro UV/VIS a una longitud de 750-760 nm.) Usando como patron
para la curva el acido galico®.

A través de una reaccion de REDOX el proton fendlico disociado permite la
formacién del ion fenolato, quien es el responsable de la reduccién de RF-C

El resultado es expresado equivalentes de &cido galico®.

OH

=
|
E\J:j

Reactivo de Folin
(W*, Mo®) color

amarillo

NV YV

v v
Reactivo de Folin
l l | | redgcido (W™,
. Mo’*) color azul
T |

wvanann

Figura N°4 Mecanismo de accion del reactivo de Folin-Ciocalteu.
Fuente: Roginsky V. Lissi (2005)%.
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2.2.6.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Segun Huang y colaboradores (2005)°%: “Los métodos para la evaluacién de
flavonoides se basan en la transferencia del &tomo de hidrogeno (HAT) y/o la
transferencia de electrones (ET).

Estos métodos son los mas utilizados por su gran estabilidad, simpleza y rapido
andlisis. Ambas involucran una reaccién entre el radical y el antioxidante; tienen el
poder de ser utilizados en solventes organicos acuosos y no polares, como es el
caso del benceno. Estos métodos no representan situaciones in vivo, ambos son
artificiales, pero pueden ser usados para establecer un rango de actividad
antioxidante>®?.

Determinacion directa: A través de este método, se puede decir que la reaccion
empezara siempre y cuando se adicione el oxidante (DPPH, ABTS), ya que al
agregar el antioxidante, generara un descenso en la sefial. En ensayos de
inhibicién, la muestra se afiade a los sustratos de oxidacion antes que sea
generado el radical®?.

Determinacion indirecta: Se determina por el incremento o disminucion de la
sefial dada por la pérdida o aparicion de un reactivo debido a la presencia de
radicales libres (métodos, ORAC, FRAP, etc )%3.

Método DPPH

Brand-Williams (1995),

Este método consiste en la reaccion del DPPH con el compuesto en estudio el
cual actia reduciendo el electron de nitrégeno desapareado de 2,2 —
Difenil-1-picrilhidracil, el que al inicio presentaba una coloracion azul- violeta llega
al color amarillo suave visualizandose a través del espectrofotometro a una
absorbancia de A 515nm hasta A517nm 52,

El DPPH es un método muy empleado en la especificacion de compuestos que
actian como antioxidantes. Una de sus caracteristicas principales es que se
puede efectuar a temperatura ambiente lo que nos asegura un bajo riesgo de que
las moléculas se degraden y se estabiliza aceptando electrones de los
antioxidantes. Esto no demanda de mucho tiempo para su realizacion. Los
resultados se reportan en una curva de calibracibn obtenida de las

concentraciones vs las absorbancias obtenidas por regresion lineal®.
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2.2.7 METODOLOGIAS PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
Existen diversos métodos in vitro para evaluar la actividad antibacteriana de un
extracto; sin embargo, esta puede depender de factores como la sensibilidad del

microorganismo Y la solubilidad del agente antibacteriano®.

2.2.7.1 Clasificacién de los métodos de evaluacion microbiolégica

Métodos de difusion

Este método se realiza en placas de agar con resultados altamente reproducibles
Segun Kirby Bauer “este método busca establecer, en forma cualitativa y
cuantitativa la susceptibilidad de las cepas bacterianas ante el agente
antibacteriano”. Ademas. se trabaja directamente con la interaccion de la
concentracion de una muestra necesaria que es capaz de impedir el desarrollo de
las bacterias expresado en la formacion de un halo de inhibicién en la placa de
agar ya que es el medio de cultivo necesario sembrado con la cepa bacteriana a

estudiar®?.

Métodos de dilucién

Estos métodos son conocidos como “test de susceptibilidad microbiana”, los
cuales se pueden desarrollar en dos medios ya sea en agar o en caldo,
ayudandonos a conocer una concentracion minima bactericida (MBC) y la
concentracion minima inhibitoria (MIC) los resultados son observables después de

24 horas de incubacion®*.

a. Dilucién en agar

Consiste en incorporar al antimicrobiano junto al agar justo cuando el medio aun
estd fundido. Se prepara una serie de placas para lograr el rango de dilucién
deseado, cada una con una determinada concentracion de antimicrobiano. Se
utiliza un replicador para inocular las placas en cuanto se haya solidificado el
medio de cultivo. Con este método, puede inocular de 32 a 36 organismos.

EL Agar Mueller-Hinton es uno de los mas utilizados, sin embargo esto va
depender del microrganismo y en funcion a sus necesidades nutritivas para su

crecimiento®.
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b. Dilucién en caldo

Esta técnica utiliza tubos de ensayo o microplacas a las cuales se les coloca parte
de la muestra a diferentes concentraciones, valiéndose de una micropipeta. Se
inoculan los organismos a evaluar en los diferentes tubos o pozos de las
microplacas y la MIC es determinada después de la incubacion. Esta técnica es
muy util cuando se trata de un gran nimero de muestras, la ventaja se encuentra
en el grado de sensibilidad para muestras pequefias, muy apropiado cuando se
trabaja con productos naturales y nos permite diferenciar si la muestra tiene

efecto bactericida o bacteriostatico®*.

2.3 Formulacién de la hipotesis

2.3.1 Hipotesis General

El extracto etandlico de las hojas de Polylepis incana Kunth tiene actividad

antioxidante y antimicrobiana.

2.3.2 Hipotesis Especificas

1. El extracto etanodlico de las hojas de Polylepis incana Kunth tiene

metabolitos secundarios.

2. El extracto etandlico de las hojas de Polylepis incana Kunth presenta

actividad antioxidante.
3. El extracto etandlico de las hojas de Polylepis incana Kunth presenta

actividad antimicrobiana en cepas de Staphylococcus aureus y

Pseudomona aeruginosa.
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2.4 Operacionalizacion de variables e indicadores

VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES
Variable
independiente:
VI. VI,

. Tamizaje fltoqumlco Elavonoides
Metabolitos de los metabolitos Compuestos
secundarios del | secundarios fenolicos
extracto etanolico | presentes en el Ensayos de
de las de | extracto  etandlico solubilidad
Polylepis incana | de las hojas de Cromatografia en
Kunth. Polylepis incana capa fina.

Kunth
Variable
dependiente: VD VvD.

Actividad
antioxidante

Actividad
antimicrobiana

Cuantificacion de
fenoles totales.

Capacidad
antioxidante
equivalente a
vitamina C.

Capacidad
antimicrobiana.

Miligramo de
Equivalentes de
Acido Galico/gr de
extracto seco.

Concentracion de
DPPH.

Diametro del halo

de inhibicion en mm.

Concentracion
minima Inhibitoria.
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2.5. Definicion de términos basicos.

1. Agentes patdgenos.
Son aquellos organismos que van a producir una enfermedad o dafio al ser
vivo que lo albergue.Entre las mas conocidas tenemos a las bacterias, hongos,

prootozoarios etc .

2. Bactericidas.
Tienen la caracteristica de matar la bacteria, su actividad terapéutica es

inalterable®>.

3. Bacteriostatico.
Es aquello que impide la multiplicacion bacteriana, la cual se reinicia de una

vez que se detiene la medicacion®®.

4. Cromatografia.
Es un método fisico de separacion que sustancialmente se basa en la
division de sus componentes, los cuales se racionan en sus dos fases, una
gue es la parte inmovil conocida como la fase estacionaria y la otra es la

fase movil que pasa a través de la fase estacionaria®’.

5. Concentracién minima inhibitoria (CMI).
Es una prueba de susceptibilidad microbial que determina la minima
concentracion de un elemento antimicrobiano que impide el desarrollo de

un microorganismo®2,

6. Radicales libres.
Son especies quimicas que pueden estar cargadas y otras no. Por lo
general, en su estructura atémica, tienen un electron desapareado o impar

en el orbital externo, ya que por esta configuracién es muy inestable®®.
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3.1

3.2

CAPITULO llI
METODOLOGIA

TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION
La investigacion fue de tipo experimental - in vitro, porque se realiz6 en un
laboratorio y de corte transversal, pues los datos fueron recopilados en un

solo momento.

POBLACION Y MUESTRA

3.2.1. Poblacion Arboles de Polylepis incana

3.2.2. Muestra : Hojas fueron recolectadas en la Poblado de
Huanchac, distrito de Independencia provincia de Huaraz departamento de
Ancash.Se seleccionaron hojas jévenes no deterioradas, de tamafo

homogéneo y de la misma zona geografica.

3.3. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

3.3.1. Técnicas
e Tamizaje fitoquimico
e Cromatografia en capa fina,
e Método in vitro de DPPH
e Ensayo de Folin-Ciocalteu

e Método de MIC en placas de agar y pocillos

3.4 EQUIPOS MATERIALES Y REACTIVOS

3.4.1 Equipo y materiales
3.4.1.1. Equipos e instrumentos

e Estufa
e Balanza analitica (OHAUS Pioneer)
e Cabina de flujo laminar TELSTAR
e Ultrasonido BRANSON
e Potenciometro
e Vernier

e Asa de Drigalsky
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3.4.1.2. Material bioldgico

¢ Hojas de Polylepis incana Kunth.

e Cepas Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

e Cepas Staphylococcus aureus ATCC 6538

Medios de cultivo:

e Agar nutritivo (Agar Mueller Hinton4 marca Scharlau)

e Suero fisioldgico estéril (NaCl 0.9%)

3.4.1.3. Material de vidrio y otros

Cubas para revelado

Cromatofolios con Silicagel

Capilares para cromatografia

Frascos &mbar capacidad 1 L

Frascos estériles tapa rosca (BIOGAS)
Baguetas

Embudos de vidrio (PIREX)

Papel filtro

Tubos de prueba

Placas de vidrio

Puntas para micropipeta de 20-200 pL y 0.5-5mL
Micropipeta Multicanal

Micropipetas calibradas de 20-200 pL y 0.5-5mL

Viales de vidrio de 5mL de capacidad
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3.4.1.4

Reactivos

Reactivos

R. Molish

R. Mayer

. Dragendorff

. de Ninhidrina 1 %

. Shinoda

. Borntranger

. Tricloruro de fierro 5 %

. Gelatina 1 %

A X0 XNV O O XU XD

. Folin-Ciocalteu
R. DPPH.

Resarzurina

Solventes

Cloroformo
Butanol

Acido clorhidrico
Metanol

Agua desionizada
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3.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.5.1 Preparacion del extracto

Recoleccién de la muestra: Se colectd la muestra en el departamento de
Ancash, provincia de Huaraz, en el distrito de Independencia - Poblado de
Huanchac.

Seleccién de la muestra: Se selecciono las hojas de la planta de Polylepis
incana Kunth. Segun criterios fisicos, las hojas deben estar en buen
estado, color, forma no deben presentar coloracién extrafia. Luego, se
procedié a limpiarlas con pinceles una por una, asegurandose de que las
hojas estén en Optimas condiciones para ser empacadas en las bolsas de
papel craft.

Disecacion de la muestra y estabilizacién de la muestra: Las hojas
seleccionadas se empaquetaron en bolsas de papel craft y se expusieron a
disecar al aire libre por un mes. Las hojas secas se colocaron en la estufa
a 40°C.

Pesado y triturado de la muestra: El peso total fue de 56 gr, y se
procede a triturar la muestra por medios mecénicos (triturado con la mano).
Maceraciéon de la muestra: La muestra triturada se coloco en un envase
color &mbar para luego agregar el alcohol de 96° hasta cubrir la muestra
(2cm por encima de la muestra); se agita tres veces por dia, durante 10
dias.

Filtrado de la muestra: Se filtr6 el total de la solucion utilizando algodén y
gasa en un embudo por un tiempo aproximado de 40 minutos y se obtuvo
un concentrado del extracto el mismo que se llevo a la estufa.

Secado de la muestra: La solucion obtenida del filtrado se llevo a estufa
40°C por 3 dias. Se obtuvo de esta forma el extracto etandlico seco 20 gr
de las hojas de Polylepis incana Kunth.

Preparacion de la muestra patrén: Se filtr6 2ml de la muestra etandlico
en un tubo de ensayo y se agrego etanol hasta clarificar. Esta se denominé
la muestra patrén la cual se distribuyd en cinco tubos de ensayo para

realizar el tamizaje fitoquimico.
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3.5.2 Ensayo de solubilidad
Una cantidad minima de la muestra seca se coloco en cinco tubos de ensayo para
luego adicionarle diferentes solventes el cual nos revelaria con cual sustancia es

mas soluble y poder trabajar el tamizaje fitoquimico. (Anexo N° 7)

3.5.3 Tamizaje Fitoquimico
El tamizaje fitoquimico se realizd con la muestra patron preparado siguiendo el

siguiente esquema: (Anexo N°8)

1. Carbohidratos Generales

a. Molish o a naftol.

Agita
Mp+ 1 gotas Rvo ——> H2S04[] en zona. }
b. 2,4 DNFH.
Agita \l/
Mp+ 1 gotas Rvo : formacion de osazonas pp Vanaranjado.
BM x 10min

2. Aminoéacidos

BM
Mp + I gota Ninhidrina —m8 —— violeta. }

3. Metabolitos Secundarios

4 N
a) Cumarinas:

MP + Il gtas NaOH 10%en zona amarillo intenso.

—

\_ J
4 N
b) Taninos:

MP + | gta Rvo. Gelatina + V gtas NaCl 1%
& J
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6 Flavonoides: \

e SHINODA:

MP + lll ( trozos) mg metdlico + Ill gotas Hcl conc.

e Pb (CH3C00)2 1%
MP + | gta Rvo.

SN PP \l/ blanco lechoso.

o

d) Compuestos Fendlicos:

Reaccion con FeCI3 5%

MP + | gta Rvo en zona—— amarillo-azul.

e) Alcaloides (acidular con el HCI 1%x 5 minutos c/tubo)

-

a. Dragendorff:
MP + | gta Rvo. —> PP ianaranjado.

\

b. Mayer: MP +|gta Rvo——> PP  blanco lechoso.

- v /

3.5.4 Andlisis Cromatografico

Se disolvié una cantidad del extracto en etanol y sembramos en dos puntos de la
cromatoplaca de Silicagel 60 G, a 1 cm aprox. del borde inferior de la placa,
después se coloc6 en la cuba cromatografia con la fase mdévil Cloroformo:
Metanol (3:1). Después del recorrido por la fase movil, se retir0 la y se procedi6 a

revelarla en luz UV 365nm y finalmente con FeCls.
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3.5.5 Método para determinar la actividad antioxidante
3.5.5.1 Cuantificacién de fenoles totales por el Ensayo de Folin-Ciocalteu
A. Tratamiento previo: Se pesa 1g del extracto seco, y se diluye con 50mL
de etanol en una fiola, posteriormente se sénica para mayor dilucion del

extracto.

B. Cuantificacién de fenoles totales: La concentracion total se midié con un
espectrofotometro Helios Z UV-Visible a una longitud de onda de 760 nm.
Y se us6 como oxidante el reactivo de Folin-Ciocalteu. La absorbancia fue

medida en un espectrofotdbmetro UV-Vis

C. Preparacion de la curva de calibracion: Se utiliz6 acido galico como
estandar para preparar una solucion madre de 100 ppm (0.1 mg/mL). Se
peso6 25 mg de estdndar de acido galico y se llevo a una fiola de 25 mL, la
cual se enraso6 con agua destilada. Luego se tomé una alicuota de 1 mL y
se llevé a una fiola de 10 mL la que se enrasd con agua destilada para
obtener una solucion de 100 ppm de acido galico. De esta solucion, se
tomaron 100 pL, 200 pL, 300 pL, 400 pL y 500 pL para preparar las
diluciones de 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm Yy 5 ppm, respectivamente.

D. Procedimiento: Antes de aforar los estdndares a 10mL, agregar 1.25 mL
de reactivo Folin-Ciocalteu a cada uno y sonicar por 5 minutos. Luego,
agregar 6.25 mL de solucién de carbonato de sodio 20% a cada dilucién y
enrasar a 10 mL, dejar en reposo por 2 horas protegido de la luz.

Nota: Preparar un blanco de 0 ppm con 1.25 mL de reactivo Folin-Ciocalteu
y 6.25 mL de sol. Na2COs 20% en una fiola de 10 mL

E. Preparacién de la muestra: Tomar una alicuota de 2 mL y llevar a una
fiola de 50 mL. Luego, tomar 1 mL de esta solucion y llevar a una fiola de
10 mL. Finalmente, tomar una alicuota de 2.5 mL, agregar 3.75 mL de
reactivo Folin, sonicar por 5 minutos a temperatura ambiente y agregar
3.75 mL de sol. Na2CO3 20%, dejar en reposo por 2 horas a temperatura
ambiente protegido de la luz. Ademas se debe preparar un blanco tomando

una alicuota de 2.5 mL de la dilucion final y enrasando a volumen 10 mL.
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3.5.5.2 Método de DPPH

A. Fundamento

Consiste en atrapar un atomo de hidrogeno que proviene del donador, este
ensayo quimico realizado in vitro tiende a cambiar su color de origen violeta
al color amarillo de manera que desciende la absorbancia a 515nm®°,

dandose la reduccion de la siguiente manera:

DPPH + AH mmmmp DPPH +A
DPPH + R* == DPPH-R

B. Preparacion de las concentraciones.

Se realiz6 el pesado de las muestras en tubos de ensayo (5 tubos) 0 mg, 1
mg, 2 mg, 3 mg, 4 mg,

Se procede a tapar los tubos con la muestra respectiva con papel aluminio
y para asegurar con cinta.

Se rotulan los tubos con el peso respectivo, nombre de la muestra y

solvente utilizado.(anexo 3)

C. Preparacién de soluciones

Actividad antioxidante DPPH

Se utilizé el método del 1,1-difenil-2—picril hidrazilo hidratado (DPPH) en
solucién etandlica a concentracién de 8 mg/mL, cinco diluciones etandlicas
del extracto a concentraciones de 3ug/ml, 6ug/ml, 9ug/ml, 12ug/m, 15ug/mi
y un blanco en etanol para calibracion del espectrofotometro UV/visible a
cero y su posterior lectura de absorbancia a 517nm en espectrofotometro.
La vitamina C fue usado como patrén de comparacién a concentraciones
similares al extracto.

Se utiliza la siguiente férmula para determinar la concentracion del radical:

[DPPH] = (a x Abs517)+ b
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3.5.6 Método para determinar la actividad antimicrobiana

3.5.6.1 Método de difusion en agar

La técnica de eficacia antimicrobiana se realiza mediante el método de
difusién en placa o método de Kirby Bauer, el cual define la actividad in
vitro de un antibidtico frente a un microorganismo determinado vy refleja su
capacidad para inhibir el crecimiento de una bacteria o poblacién
bacteriana. Este método ha sido adaptado para evaluar la eficacia de una
muestra vegetal con propiedades antimicrobianas frente a determinados

microorganismos®t: 62y 63,

A. Procedimiento
El procedimiento se realizé por triplicado de cada microorganismo
estudiado y los resultados de la medicion se reportaron sacando un
promedio de los tres valores obtenidos.

B. Tratamiento de la muestra

Se obtuvo 16 gramos de extracto seco, al cual se le agreg6 agua destilada

para disolverlo completando un volumen final de 50mL. Por lo tanto, la

solucion madre de trabajo fue de 320mg/mL (solucion al 100%)

El extracto ya reconstituido se trabajé a 4 concentraciones:

320mg/mL (100%), 240mg/mL (75%), 160mg/mL (50%) y 120mg/mL

(25%).

Para realizar las diluciones a partir del extracto reconstituido, se usé agua

destilada y dichas diluciones se realizaron de la siguiente forma:

e 100%: se coloco 5mL del extracto en un vial.

e 75%: se colocod 3.75mL del extracto en un vial y se completd con
1.25mL de agua destilada

e 50%: se coloc6 2.5mL del extracto en un vial y se completé con 2.5mL
de agua destilada.

e 25%: se coloco 1.25mL del extracto en un vial y se completé con

3.75mL de agua destilada
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Se utilizo pocillos para el analisis de difusion en placa, los cuales se llenaron
con la muestra a analizar, la cantidad de muestra agregada a los pocillos fue
de 30pL. La que se realizd por triplicado. También, se agregd el diluyente
(agua destilada) en cada uno como control negativo, la cantidad de diluyente

agregada a los pocillos también fue de 30 pL.

C. Preparacion del agar Mueller Hinton

El agar Mueller - Hinton debe ser preparado con agua destilada de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. Autoclavar el agar a 121°C y 15 Ib/pg2 durante
15 minutos. Inmediatamente después de autoclavar, dejar enfriar en bafio
maria a 45 - 50°C. Una vez temperado, verter el preparado fresco y tibio a
placas petri de vidrio estériles, para dar un fondo uniforme de
aproximadamente 4 mm. Esto corresponde a 25- 30 ml para placas de 100
mm de didmetro. El medio de agar debe dejarse enfriar a temperatura
ambiente. El pH de cada lote de agar Mueller Hinton debe tener un pH entre
7,2 - 7,4. Esta medicion puede realizarse sumergiendo el bulbo del electrodo

del potenciometro en el agar antes de autoclavar.

D. Preparacion de los in6culos bacterianos

A partir de colonias puras de los microorganismos Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 y Staphylococcus aureus ATCC 6538, tomar una cierta cantidad
de colonias y diluirlas en respectivos tubos de ensayo conteniendo 10 mL de
suero fisioldgico (cloruro de sodio 0.9%) de tal manera que la solucién
resultante tenga una turbidez muy similar al tubo N°1 de la escala de
MacFarland® (escala turbidimétrica que consiste en una serie de tubos con
turbidez creciente que permite hallar la concentracion aproximada de una
solucion bacteriana) el cual corresponde a una concentracion de 3x108 ufc/mL.
A partir de esta ultima solucion, realizar una dilucion de 1 en 3, de esta
solucion preparada, tomar 3 mL y diluirlo a un volumen total de 9 mL con suero
fisiol6égico en un tubo con tapa rosca. Todos los materiales usados deben ser
estériles y también el area de trabajo. La solucion resultante tendra una

concentracion de 1x108 ufc/mL.
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E. Inoculacion de las placas

Agregar 100 pL del inéculo bacteriano preparado (1x108 pfc/mL) a cada una
de las placas y con la ayuda de una espétula de Drigalsky esparcir el in6culo
por toda la placa de tal manera que se obtenga un crecimiento homogéneo,
para lo cual se desliza el asa en la placa en forma paralela y bien compacta
abarcando toda la superficie de la misma. Luego, se repite el procedimiento
rotando la placa 60° en dos oportunidades mas. Deben extremarse los
cuidados en sembrar las placas de borde a borde, porque de lo contrario
puede haber problemas en la realizacién de las lecturas. Dejar secar 3 a 5

minutos antes de realizar los pocillos.

F. Preparacion del antibiotico:

Se utilizé6 Gentamicina 10ug.

G. Formacién de los pocillos en las placas inoculadas

Proceder primero a esterilizar el sacabocados con alcohol, quemandolo en el
mechero, luego, con mucho cuidado, realizar los pocillos, se deben hacer tres
por cada placa. Deben estar a mas de 15 mm del borde de la placa y deben
distribuirse de tal manera que no haya superposicion de los halos de
inhibicion.

Luego de formados los pocillos debe colocarse la muestra. Se us6 una placa
para cada dilucién, se hizo tres pocillos por cada placa y a cada pocillo se le
agreg6 30uL de la respectiva dilucion de la muestra .Posteriormente, la placa
se incubo a 35-37°C durante 18-24 horas.

De la misma forma se realizd con el control positivo y con la muestra blanco.

H. Interpretacién de los resultados

Después de 18 a 24 horas de incubacion, cada placa es examinada. Las
zonas de inhibicién resultantes deben ser uniformemente circulares en una
capa homogénea de crecimiento bacteriano. Los didmetros de la zona de
inhibicion completa son medidos en milimetros pasando por el centro del
pocillo. La medicion se realiza con un vernier digital. Los valores de las
mediciones por triplicado deben promediarse y compararse con las medidas

de los halos de inhibicién producidos por el antibiético.
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3.5.6.2 Método de microdilucién colorimétrica.

A. Microorganismos de estudio:

Se realiz6 el sembrado de la cepa bacteriana (Staphylococcus
aureus ATCC 25923 en TSA y se dej6 incubar durante 24 horas
para después realizar el procedimiento de MIC, pues este
procedimiento requiere trabajar con cepas bacterianas frescas.

Se necesita realizar tres pasos muy importantes®®.

Inoculo:

Los microorganismos se sembraron en agar tripticasa de soya y se
incubaron 24 horas a 37°C; luego, se re suspendié cada indculo en
solucién salina estéril (0.9%) hasta obtener una turbidez equivalente
al tubo 0.5 de la escala de Mc Farland. Ademas, se realizo de cada
uno, una dilucién 1:30 con caldo Mduller Hinton, y se obtuvo asi un
in6culo 2X. Para la prueba, se consider6 que por cada 10mL del
in6culo 2X se agregd 50uL de resazurina (20 mg/mL).

Muestra:

Se procede a pesar 100 mg de muestra seca de Polylepis incana
Kunth y luego se le adicion6 50uL de DMSO y 950uL de caldo
Mueller Hinton y se trabaj6 trabajando con una concentracion de 100
mg/mL (2X).

Control de esterilidad:

A 2mL de caldo Miller Hinton, se agregd 10uL de resazurina.
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B. Procedimiento

Para llevar a cabo la prueba de microdilucion colorimétrica fue
necesario utilizar el protocolo modificado para demostrar la menor
concentracion de la muestra capaz de inhibir el crecimiento de las

bacterias.

C. Prueba de microdilucion:

Las micro placas a utilizar fueron de 96 pocillos y con fondo en forma de
U las cuales estaban estériles, necesarias para la realizacion de esta
prueba®®. La distribuciéon de la muestra se realizé teniendo en cuenta el
disefio de la bandeja de micro dilucién (Tabla N°12). Este micro placa

posee 12 filas en las que se distribuyé de la siguiente manera:

De la fila (1B - 1D y 1F — 1H), se agreg6 200 pl del control de esterilidad
(CE).

De (2B — 2D y 2F - 2H) y (3B-3D y 3F-3H), se agreg6 100 pl de la
muestra.

De la columna 3 hasta la columna 12, se agreg6é 100uL de caldo Muller
Hinton.

De la columna 3 hasta la columna 11, se realizaron diluciones
sucesivas transfiriendo 100 pL.

De la columna 2 hasta la columna 12, se le agreg6 100 pl del indculo
(2X).

Las microplacas se incubaron a 37 °C por 24 horas en condiciones

aerobicas.
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Tabla N° 12: Disefio de la microdilucion colorimétrica

CE CP BACTERIA
50 25 125 625 313 156 078 039 0495  0.098

CE CP (A)
50 25 125 625 313 156 078 039 0195  0.098

CE CP

50 25 2.5 6.25 313 156 078 039 019 0.098

CE CP
50 25 125 625 313 156 078 039 0.195 0.098

CE CP BACTERIA
50 25 125 625 313 15 078 039 0195 0.098

CE CP (B)

50 25 125 625 313 156 078 039 0.195 0.098

Leyenda: CE: Control de esterilidad. , CP: control positivo. Concentraciones: pg/mL,

Fuente: Elaboracion propia.

Lectura de los resultados. En el reporte de los resultados, se dio de manera
visual, reportandose el cambio de color de purpura - rosado o también incoloro.
Para determinar la CMI, se tomdé como referencia el menor indice de
concentracion en el cual no hubo ningin cambio de coloracién. “Segun las
recomendaciones de Wiegand et Para una correcta lectura se tomd los promedios
de tres cifras, las que fueron calculados y reportados como la CMI” ¢,

Interpretacion de resultados Para la explicacion del efecto se tuvo en cuenta los
parametros de Paredes y Holet “Se considerd que el extracto etandélico posee una
actividad antimicrobiana cuando el CMI < 1000 ug/mL. La actividad antimicrobiana

se clasifica de la siguiente manera”:%¢(Ver Tabla 13).

Tabla N° 13: Clasificacion de la actividad antimicrobiana segun el valor del CMI

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA CMI
ACTIVIDAD DEBIL 500 a 1000 pg/mL
ACTIVIDAD MODERADA 100 < 500 pg/mL
BUENA ACTIVIDAD <100 pg/ML

Fuente: Paredes y Hole%8
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CAPITULO IV

4.1 RESULTADOS PARCIALES

4.1.1 Ensayo de Solubilidad

En el ensayo de solubilidad, se puede determinar que el extracto etandlico de las
hojas de las hojas de Polylepis incana Kunth es soluble en etanol. (Anexo N°7)

Tabla N° 14: Resultado de ensayo de solubilidad

ENSAYO DE SOLUBILIDAD
1.- Mp +diclorometano Poco soluble
2.- Mp + butanol Poco soluble.
3.- Mp + metanol Poco soluble.
5.- Mp + etanol Soluble.
4.- Mp + agua Poco soluble

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Se observa que la muestra presenta mayor solubilidad con etanol.

4.1.2 Tamizaje fitoquimico
En el tamizaje fitoquimico realizado a la muestra se pudo concluir que el extracto
de las hojas de Polylepis incana Kunth tiene gran cantidad de compuestos

fendlicos (+++), alcaloides (++), taninos (++) y flavonoides (++).

Tabla N°15: Resultado del tamizaje fitoquimico.

TAMIZAJE FITOQUIMICO DE Polylepis incana kunth
Muestra problema Resultados Metabolitos
Gelatina 1gota +mp (++) TANINOS
Nihidrina 1gota + mp ) AMINOACIDOS
FeCl; 1gota + mp (+++) COMPUESTOS FENOLICOS
Dragendorf 1gota + mp (++) ALCALOIDES
Rvo mayer 1 gota + mp (++) ALCALOIDES
NaOH 10% 1 gota+ mp (+) QUINONAS
Shinoda + mp (++) FLAVONOIDES
H.SO4 y MOLISH + MP +) GLICOSIDOS

Fuente: Elaboracion propia,2018.
Leyenda: (+++) Muy abundante; (++) Abundante; (+) Positivo; (-) Negativo.
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En el contenido de la tabla N°15 se observa el resultado de la marcha fitoquimica
en donde la mayor cantidad de metabolitos secundarios encontrados son los
compuestos fendlicos, seguido de, taninos, alcaloides y flavonoides.

4.1.3 Ensayo cromatografia en capa fina

Cromatografia en capa fina revelada con AICI3 y Revelado en Luz UV 365 nm del
extracto etandlico de las hojas de Polylepis incana Kunth

Sistema de solventes: Cloroformo: Metanol (3:1) Las manchas que se visualizan
al utilizar el FeCls indican la presencia de compuestos fendlicos.

Cloroformo: Metanol (3:1) (Revelado en Luz UV 365 nm) (Revelado con FeCls)

Figura N°5: Revelado de la placa Cromatografica

Fuente: Elaboracion propia, 2018
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Actividad antioxidante del extracto etandlico de las hojas de Polylepis
incana kunth.

4.1.4 Cuantificacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu
Factor de dilucion (Fd): 25000

Vol muestra: 2 mL; Vol final en la lectura: 2.5 mL

Se obtuvd los siguientes resultados de una muestra de extracto por duplicado.

Tabla N°16 Resultado de cuantificacién de fenoles totales por el ensayo de
Folin-Ciocalteu

Muestra 1 0.311 1.479

1.443 0.0205 1.42107

Muestra 2 0.300 1.406

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Fenoles Totales

25 y = 4.724x + 0.0874
R = 0.9983
& 2
(8]
c
[
> 15
o
1]
Ke)
< 1
0.5
0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.6

Acido galico pg / mL

Figura N°6: Gréfica de la cuantificacion de fenoles totales mediante el
ensayo método de Folin-Ciocalteu

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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Célculos:

[ug &cido gélico / mL de extracto] = [ug/mL] x Fd x Vol final

Vol. Muestra

Tanto en la tabla como en la figura observamos la media calculada resultante de
la formula aplicada, donde el resultado obtenido de 1.443 evidencia la presencia
de gran cantidad de compuestos fendlicos presentes en nuestro extracto.

4.1.5 Actividad Antioxidante DPPH

Tabla N° 17: Datos de las concentraciones y absorbancias del extracto
etandlico de las hojas de Polylepis incana Kunth.

DPPH MUESTRA A 517nm

Abs 0 DPPH 0.919

Muestra | Muestra en tubo (M) Absorbancias | %

en Rx Promedio Captacion

(M/3)

0 Control (DPPH+ETOH) | 0.622 0

1 pg/mL | 3 pg/mL 0.557 10.4501608

2 ng/mL | 6 pg/mL 0.451 27545552 | 'C20=8-71
3 ug/mL | 9 pg/mL 0.366 41.1039657

4 ug/mL | 12 pg/mL 0.279 55.1982851

5 ug/mL | 15 pg/mL 0.217 65.0589496

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

En la tabla N°17, se observan los porcentajes de captacion del radicales libres
DPPH para cada concentracion de la muestra y el IC50 que expresa la
concentracion en la que se neutraliza el 50 % de los radicales libres DPPH siendo

este de 3.71pg/mL.
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Capacidad antioxidante DPPH (Muestra)

0.700

0.600

y = -0.0841x + 0.6255
R2 = 0.9951
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0.400

0.300
0.200
0.100

0.000
0 1 2 3 4 5 6

Figura N° 7: Actividad antioxidante de Polylepis incana Kunth por el método
de DPPH.
IC 50=3.71 pg/mL,

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Tabla N°18: Datos de las concentraciones y absorbancias del estandar de
vitamina C.

DPPH St Vit C

A= 517nm

Abs 0 - DPPH : 0.91

Muestra en Rx | Muestra en tubo | Promedio | % Captacion
(M/3) (M)
0 Control 0.619 0
(DPPH+ETOH)
0.8 pg/mL 2.4 pg/mL 0.505 18.5145318
1.2 pg/mL 3.6 pg/mL 0.431 30.3552207
1.6 pg/mL 4.8 pg/mL 0.356 42.5188375
2 pg/mL 6 pg/mL 0.283 54.3057051
2.4 pg/mL 7.2 pg/mL 0.218 64.8546825

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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En la tabla N°17, se observan los porcentajes de captacion del radicales libres
DPPH para cada concentracion vitamina C y el IC50 que expresa la concentracion
en la que se neutraliza el 50 % de los radicales libres DPPH siendo este de 1.84

pg/mL.

Capacidad antioxidante DPPH
0.700 (St)

0.600

y = -0.1705x + 0.6294
Rz =0.9971

0.500
0.400
0.300
0.200
0.100

0.000
0 0.5 1 15 2 2.5 3

Figura N° 8: Actividad antioxidante del estandar de vitamina C
IC50=1.84

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Se observa la grafica de absorbancia vs concentracion del estandar de vitamina C
utilizada en el ensayo de DPPH.
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Actividad antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas de Polylepis
incana kunth.

4.1.6 Analisis Microbiolégico

Para la interpretacion de los resultados en la evaluacion de tipo cuantitativa, se
tomo como referencia los didmetros de halo de inhibicion, y para la interpretacion
de los resultados en la evaluacion de tipo cualitativa, se tomé como referencia la
escala de Duraffourd (utilizada para determinar cualitativamente el efecto
inhibitorio in vitro, segin didametro de inhibicién).3!. Nula (-) si es inferior o igual a 8
mm 2; Sensible (Sensible =+), de 9 a 14 mm 3; Muy sensible, (muy sensible =
++), de 15 a 19 mm 4. Sumamente sensible (S.S=+++), si fue igual o superior a

20 mm31,

Tabla N°19: Actividad antibacteriana del extracto etandlico de Polylepis
incana Kunth en Pseudomona aeruginosa ATCC 9027 por el método de

difusion en agar.

Diametro de Inhibicién Extracto Promedio
(mm)
Gentamicina 10ug 100%
(320mg/mL)
21 21 21 6 6 6 6

75% (240mg/mL)
6 6 6 6

50% (160mg/mL)

6 6 6 6
Agua destilada 25% (120mg/mL)
6 6 6 6 6 6 6

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

En la tabla N°19 contiene el diametro de inhibicion formado por la cepa
Pseudomona aeruginosa ATCC 9027 en las cuatro concentraciones trabajadas,

frente al halo de inhibicion formado por la gentamicina.
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Tabla N°20: Actividad antibacteriana del extracto etanélico de Polylepis
incana Kunth en Staphylococcus aureus ATCC 6538 por el método de
difusion en agar.

Diametro de Inhibicion Extracto Promedio
(mm)
Gentamicina 10ug 100% 100%
(320mg/mL)
20 19 19 24 24 23 23.6mm
75% (240mg/mL) 75%
23 22 23 22.6mm
50% (160mg/mL) 50%
19 20 19 19.3m
Agua destilada 25% (120mg/mL) 25%
6 6 6 19 19 19 19mm

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

En la tabla N°20 contiene el diametro de inhibicion formado por la cepa
Staphylococcus aureus ATCC 6538 en las cuatro concentraciones trabajadas,
frente al halo de inhibicién formado por la gentamicina; donde el mayor resultado

obtenido es a una concentracion del 100%.

Tabla N° 21: Determinacion del resultado de CMI para Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

il o sl a5 el 7 ls ] o il uln]

~ EEEEEE T

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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En la tabla N°22, se toma la concentracibn mas baja a la cual no se produjo el
cambio de color y se toma como el valor de la CMI (0.78) para luego ser calculado
el promedio

Figura N° 9: Procedimiento de la CMI para Staphylococcus aureus ATCC

100mg Muestra
PROMEDIO 0.78 +0.78 +0.78/3
50 pL DMSO
950 uL Caldo MH CMI 0.78 mg/mL
CONCENTRACION 100 mg/ml Resultado
Final en W 780 pg/mL
mL
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4.2 DISCUSION DE RESULTADOS

El tamizaje fitoquimico realizado al extracto etandlico de las hojas de Polylepis
Incana Kunth evidencié gran cantidad de compuestos fendlicos, alcaloides,
taninos y flavonoides. (Tabla N° 15). Barefio y cols (2010)® encontraron, ademas,
la presencia de saponinas, y en pequefias cantidades de triterpenos y esteroides.
Segun la cromatografia de capa fina se pone en evidencia la presencia de
compuestos fenolicos al ser revelados con FeClI3 atribuyéndole la actividad
antioxidante que pueda tener esta especie segun estudios realizados por Murat
Uygun®?,

La evaluacion de la actividad antioxidante se realiz6 segun el método de
neutralizacion del radical DPPH descrito por Brand-Williams donde se obtuvo un
indice de captacion (IC50) de 3.71 pug/mL, el cual corresponde a la concentracion
del extracto que reduce en un 50% la absorbancia del radical libre 1,1-difenil-2-
picril-hidrazilo (DPPH) y con un porcentaje de captacion de méaximo de 65.06%
(15 pg/ ml) del radical DPPH Fig.7).

La cuantificacion de fenoles totales mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu fue de
1.443mg/Eq de acido galico/gr de extracto, al no haber un rango especifico de
comparacion, se tom6 como referencia los resultados obtenidos por Aristimufio
para la especie Polylepis australis Bitter (Quefioa) siendo 6,8 mg EAG/gr E. y para
el DPPH un porcentaje de depuracion superior al 87 % (a 200 pg/ ml),* los cuales
evidencian que el extracto de Polylepis Incana Kunth tiene mayor capacidad
antioxidante respecto a la especie Polylepis australis Bitter.

Para evaluar la actividad antimicrobiana se realizé el método de difusion en pozos
de agar para cuatro concentraciones al 100%, al 75%, al 50% y al 25%. Como
placa control se usé la gentamicina 10ug y se obtuvo para Pseudomona
aeruginosa ATCC 9027 actividad nula, y para Staphylococcus aureus ATCC
25923 se obtuvo un halo de inhibicion de 23.6 mm a una concentracion de (320
mg/mL) al 100% a partir del método de difusién en pozos de agar.Se trabajo el
meétodo de microdilucion colorimétrica (MIC) y se obtuvo para Staphylococcus
aureus ATCC 25923 0.78 mg/mL, segun los parametros de Paredes y Holet
nuestro extracto cumple con su accion antimicrobiana al ser menor de “1000

pg/mL
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Resultados similares reporto Caceda (2012)® del estudio realizado al extracto de
las hojas de Polylepis rugulosa para Staphylococcus aureus ATCC 25923 un halo
de 11.2mm y la CMI de “4,375 mg/mL”, sin embargo, Daud , et al. (2008)° en el
estudio realizado del extracto alcohdlico de las hojas de Polylepis australis Bitter
(Quefioa) reporto para Staphylococcus aureus un de halo de inhibicion de 8-11
mm con una CMI de 1,25mg/mL y para Pseudomona aeruginosa un halo de 6-9
mm con una CMI de 2,5 mg/MIl. Estos resultados no coinciden con los
encontrados en la investigacion respecto a la cepa de Pseudomona aeuriginosa
ATCC ATCC 9027 probablemente la diferencia se deba a que a pesar de ser del

mismo género pertenecen a distinta especie.

El extracto etandlico realizado de las hojas de P. incana Kunth evidencié mayor
actividad para Staphylococcus aureus corroborando los estudios antes
mencionados en el caso de la Pseudomona aeruginosa no se evidencio actividad
lo cual es debido a que las bacterias gramnegativas poseen una membrana

resistente a varios antibioticos.
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CAPITULO V

5.1CONCLUSIONES

1.El extracto etandlico de las hojas de Polylepis incana Kunth presenta
metabolitos secundarios como compuestos fendlicos, flavonoides,

taninos, quinonas Yy alcaloides.

2.El extracto etandlico de las hojas de Polylepis incana Kunth tiene
actividad antioxidante, la cual se evidencia mediante el indice de
captacion (IC50) de 3.71 pg/mL, el cual corresponde a la
concentracion del extracto que reduce en un 50% la absorbancia del
radical libre 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH). Se cuantifico el
contenido de fenoles totales presentes en el extracto mediante el
ensayo de Folin Ciocalteu y se obtuvo 1.44mg/EAG / gr de extracto

SEeCO.

3.El extracto etandlico de las hojas Polylepis incana Kunth tiene
actividad antimicrobiana significativa frente a Staphylococcus aureus
(grampositivo), pero no evidencia actividad antimicrobiana frente a

Pseudomona aeroginosa.
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5.2 RECOMENDACIONES

Realizar mas investigacion sobre la actividad antioxidante de otros 6rganos
de la planta de Polylepis incana kunth, y realizar diferentes métodos de

extraccion.
Realizar una separacion y reconocimiento de metabolitos secundarios

especificos responsables de la actividad antioxidante y actividad

antimicrobiana de la planta Polylepis incana kunth.
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ANEXO N°2: Certificaciéon botanica

Hamilton W. Beltran S.
Consultor Botanico
Calle Natalio Sanchez 251- Jesus Maria
hamiltonbeltran@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo colegiado y autorizado por el Inrena segtin RD. N° 334-2013-MINAGRi-
DGFFS/DGEFFS, con Registro N° 37, certifica que la planta proporcionada por las
Srtas. DEBORA ANTONIA HUAMAN JIMENEZ y MARIA PRESMERITA CUBAS
VILLANUEVA, ha sido estudiada cientificamente y determinada como Polylepis
incana y de acuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronquist 1981, se ubica en

las siguientes categorias:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase:  Rosidae
Orden: Rosales
Familia: Rosaceae

Género: Polylepis
Especie: Polylepis incana Kunth

Se expide la presente certificacion a solicitud de las interesadas para los fines que

estime conveniente.

Lima, 04 setiembre 2017 w

o e——
Blgo. Hamilton Beltran

Hanilion Wilmer Beltran Santiog:
Biologo - Botdnica -
CBR 2719
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ANEXO N° 3: Certificado de cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538

Certificate of Quality

Product Name: S. aureus ssp aureus ATCC 6538 PK/5 Product Number: R4607016
Lot Number: 633937 Expiration Date: 2019-09-30
(YYYY-MM-DD)

This product has been manuf d, pri d and packaged in accordance with Quality Systems Regulation, 21 CFR Part 820,
Representative samples were tested per Remel Quality Control specifications and were found to meet performance criteria for this product.

Purity:
~Standardized aliquots of the rehydrated product are i lated onto lective media and examined for pure growth following the
f\pproprialc incubation. Selective and Differential media are also tested where applicable.

Viability And Quantification:
Each organism is recovered from the preserved state within the required time frame and at an acceptable level. Passage number is stated as
the current preserved state.

Macroscopic And Microscopic Morphology:
Colony morphology is i with d d refi
Traditional staining is performed.

d description.

Biochemical Analysis:
Organism exhibits characteristic biochemical and/or enzymatic reactions. Automated and/or conventional testing was performed and results
were within established limits. Antimicrobial testing perf d where applicable. Results within expected ranges.

R

.

CFU/loop: >10(4) Passage: 3
Gram Reaction: Gram Positive Cocci Biochemical Profile: Vitek 2C GP
Appearance: Preserved Gel Matrix suspended in inoculating loop
pH: N/A
o~
Signed

iﬁwamamn

Product Performance Technologist

3941 Ryan Street, Lake Charles, LA 70605, 800-255-6730, 913-888-0939, www.remel.com www.remel.com Page 1 of |



ANEXO N° 4: Certificado de cepa Pseudomona aeruginosa ATCC 9027

Certificate of Quality

Product Name: P. acruginosa ATCC 9027 PK/5 Product Number: R4605210
Lot Number: 650614 Expiration Date: 2019-09-30
(YYYY-MM-DD)

This product has been manufactured, processed and packaged in accordance with Quality Systems Regulation, 21 CFR Part 820.
Representative samples were tested per Remel Quality Control specifications and were found to meet performance criteria for this product.

Purity:
Standardized aliquots of the rehydrated product are i lated onto lective media and ined for pure growth following the
* hppropriate incubation. Selective and Differential media are also tested where applicable.

Viability And Quantification:
Each organism is recovered from the preserved state within the required time frame and at an acceptable level. Passage number is stated as
the current preserved state.

Macroscopic And Microscopic Morphology:

Colony morphology is i with d d d description.

Traditional staining is performed.

Biochemical Analysis:

Organism exhibits ch istic bioch | and/or enzymatic reactions. Al d and/or conv I testing was performed and resuits

P

were within established hmits. A

testing performed where applicable. Results within expected ranges.

CFU/oop: >10(4) Passage: 3

Gram Reaction: Gram Negative Rod Biochemical Profile: Vitek 2C GN
Appearance: Preserved Gel Matrix suspended in inoculating loop

pH: N/A

Signed

%W\m

Product Performance Technologist

3941 Ryan Street, Lake Charles, LA 70605, 800-255-6730, 913-888-0939, www remel.com www,remel.com Page 1 of 1



ANEXO N° 5: Polylepis incana kunth en su estado natural antes de ser
recolectada

Fig. N°12: Hojas de Polylepis incana kunth
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ANEXO N° 6: Limpieza, secado y preparacion del extracto de hojas secas de
Polylepis incana Kunth.

s r B
i 5 383 , e

N°14: Hojas secas de Polylepis incana kunth Fig. N°15: Filtrado del extracto de las hojas

de Polylepis incana kunth
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ANEXO N° 7: Prueba de solubilidad Polylepis incana Kunth

LIRS ] L)
AR E. Rl L)

SR )

Leyenda:

Reactivo

1.- Mp + diclorometano
2.- Mp + butanol

3.- Mp + metanol

4.- Mp + etanol

5.- Mp + agua

Resultado
(+)

(+)

(+)

(++)

(+)

Interpretacién

poco soluble
poco soluble
poco soluble
soluble

poco soluble

Fig.N°16: Resultado de las pruebas de solubilidad del extracto etandlico de

las hojas de Polylepis incana kunth
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ANEXO N°8: Tamizaje fitoquimico de Polylepis incana kunth.

Figura N° 17: Resultado del tamizaje fitoquimico del extracto etanélico de las hojas de Polylepis

incana kunth

Leyenda:

TAMIZAJE FITOQUIMICO DE Polylepis incana kunth
1.-Muestra problema Resultados Metabolitos
2.-Gelatina 1gota +mp (++) TANINOS
3.-Nihidrina 1gota + mp ) AMINOACIDOS
4.-FeClz 1gota + mp (+++) COMPUESTOS FENOLICOS
5.Dragendorf 1gota + mp (++) ALCALOIDES
6.-Rvo mayer 1 gota + mp (++) ALCALOIDES
7.-NaOH 10% 1 gota+ mp (+) QUINONAS
8.-Shinoda + mp (++) FLAVONOIDES
9.-H2SO4 y MOLISH + MP (+) GLICOSIDOS
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ANEXO N° 9:

Diluciones para el procedimiento de difusién en Agar

Fig N°18: Frasco del extracto etandlico diluido de las hojas de Polylepis incana kunth
al 100%

Fig N°19: Frasco del extracto etandélico diluido de las hojas de Polylepis incana kunth
al 75%,50%y 25%
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ANEXO N°10:
Resultados de la difusién en agar del extracto etandlico de las hojas de
Polylepis incana kunth

FigN°20: Placa de Control con Pseudomonas aeruginosa

FigN°21: Placa de al 25% y 50% del extracto etanélico diluido de las hojas de Polylepis incana
kunth con Pseudomona aeruginosa

FigN°22: Placa de al 100% y 75% del extracto etanoélico diluido de las hojas de Polylepis
incana kunth con Pseudomona aeruginosa
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FigN°23: Placa Control con Staphylococcus aureus ATCC 25923

FigN°24: Placa de al 100% del extracto etandlico diluido de las hojas de Polylepis
incana kunth con Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Fig. N°25: Placa de al 75% del extracto etandlico diluido de las hojas de Polylepis
incana kunth con Staphylococcus aureus ATCC 25923

Fig.N°26: Placa de al 50% del extracto etandlico diluido de las hojas de Polylepis
incana kunth con Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Fig.N°27: Placa de al 25% del extracto etandlico diluido de las hojas de Polylepis
incana kunth con Staphylococcus aureus ATCC 25923
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ANEXO N° 11:
Laboratorio de microbiologia UNMSM y equipos utilizados en MIC vy el

método de difusion en agar.

Fig.N°28: Laboratorio de microbiologia Fig. N°29: Micropipeta multicanal

Fig. N°30: Cabina de flujo laminar TELSTAR Fig. N°31: Ultrasonido BRANSON

80



ANEXO N°12: Realizacion del procedimiento de MIC y el método de difusién
en agar en el laboratorio de la UNMSM

Fig. N° 33: Realizando el sembrado de las cepas Fig. N°34: Realizando el MIC
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ANEXO N°13: Realizacion del procedimiento MIC
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ANEXO N° 14: Microplaca utilizado para procedimiento de MIC

ANEXO N°15: Realizacion del procedimiento de DPPH

Fig.N°36: Pesado de las muestra para trabajar el método de DPPH

83



ANEXO N°16: Disoluciones realizadas con DPPH

ANEXO N°17: Espectrofotémetro utilizado en procedimiento de DPPH
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ANEXO N°18: Procedimiento de cuantificacion de fenoles por el método de
Folin-Ciocalteu.

Dilucion de la muestra

Fig.N°37: I1z.Frasco con la muestra del extracto seco de Polylepis incana Kunth. Centro.

Bafio maria. Der. Frasco con el extracto diluido.

ANEXO N°19: Preparado del blanco para el método de fenoles totales.

Fig.N°38: Fiolas cubiertas con papel platino para asegurar que la luz no interfiera con la

reaccion
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ANEXO N° 20: Equipo utilizado en el procedimiento de cuantificacién de
fenoles por el método de Folin-Ciocalteu
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