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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo principal determinar el efecto
antibacteriano del extracto etanolico de Brassica oleracea var.capitata L. (col
morada) en cepas de Shigella flexneri, in vitro. La muestra fue recolectada en el
distrito de Santa Anita, departamento de Lima, Per(. El método en la investigacion
utilizado fue de tipo experimental y de nivel transversal. Se determino los metabolitos
mediante la marcha fitoquimica, se hallaron principalmente flavonoides, compuestos
fendlicos, taninos y antocianinas. Se realizd la cromatografia en capa fina del
extracto etandlico, confirmando cualitativamente la presencia de flavonoides como
Quercetina. La actividad antibacteriana se evalué mediante el Método de Kirby
Bauer, as concentraciones aplicadas del extracto etandélico fueron de 50% y 100%,
en los resultados se obtuvo que, solo la concentracién al 100% demostré un
promedio de 9.33 mm en halos de inhibicion en cepas de Shigella flexneri, en la
concentracion al 50% no se observé halos de inhibicion, ademas, estos resultados
fueron comparados con Gentamicina 10ug/mL. En conclusion, el extracto etandlico
de Brassica oleracea var.capitata L. (col morada) en concentracion al 100% influye
ligeramente en el efecto antibacteriano en cepas de Shigella flexneri y su efecto

antibacteriano es menor en comparacion con Gentamicina 10ug/mL.

Palabras Clave: Brassica oleracea var.capitata L, extracto etanodlico, Shigella

flexneri, efecto antibacteriano, halo de inhibicion.



ABSTRACT

The main objective of this investigation was the antibacterial effect of the ethanolic
extract of Brassica oleracea var.capitata L. (red cabbage) on strains of Shigella
flexneri, in vitro. The sample was collected in the district of Santa Anita, department
of Lima, Perd. The research method used was experimental and transverse. The
metabolites were determined by phytochemical analisys, it founded flavonoids,
phenolic compounds, tannins and anthocyanins, were showed presence of high
amount. Thin layer chromatography of the ethanolic extract was performed; it
confirmed qualitatively the presence of flavonoids such as Quercetin. The
antibacterial activity was evaluated by Kirby Bauer Method. The applied diverse
concentrations of the red cabbage ethanolic extract were 50% and 100%, this study
obtained only positive results of the ethanolic extract to 100% because It
demonstrated zones of inhibition of 9.33 mm. In conclusion, the ethanolic extract of
Brassica oleracea var.capitata L. (red cabbage) at 100% concentration has slightly
influences in the antibacterial effect on strains of Shigella flexneri and its antibacterial

effect is lower compared to Gentamicin 10ug / mL.

Key words: Brassica oleracea var.capitata L, ethanolic extract, Shigella flexneri,

antibacterial effect, zone of inhibition.
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INTRODUCCION

La segunda principal causa de muerte en nifios menores de cinco afios en el mundo,
son las enfermedades diarreicas, estas originan unos 1700 millones de casos en
cada afo. En afios anteriores, la deshidratacion grave y la pérdida de liquidos eran
las primordiales causas de muerte por diarrea, actualmente, es posible que otras
causas, como las infecciones bacterianas septicémicas, sean consecuentes de una
proporcion cada vez superior de muertes relacionadas con la diarrea,
frecuentemente en paises en vias de desarrollo; asimismo, el tratamiento con
antibiéticos de estas enfermedades ha generado el incremento de patdégenos

resistentes a estos®.

En el Perl, las enfermedades diarreicas, continlan siendo causa importante de
morbilidad en la nifiez en nuestro pais, especialmente en la poblacion con menor
acceso a servicio de agua potable e inadecuada eliminacién de excretas, asi como
la incorrecta practica de higiene. En nuestro pais Baca et al (2014) “Serotipos y
susceptibilidad antimicrobiana de Shigella aisladas en un instituto de salud pediatrico
de Lima, Peru entre enero y julio 2013”, dando como resultado que Shiguella flexneri
es uno de los serotipos del genero Shigella causante frecuente de disenteria bacilar
o enfermedad diarreica, debido a que esta bacteria posee un alto indice de

transmisibilidad®@®),

La familia botanica Brassicaceae (incluye especies como brdcoli, col, rabanito, nabo,
etc). No solo poseen importancia econdmica, ecoldgica y su potencial de uso en
nuestra alimentacion, sino también se investigan las propiedades terapéuticas frente
a diversas patologias. Se destacan, por ejemplo, sus metabolitos secundarios como
glucosinolatos y compuestos fendlicos que, segun estudios realizados, demuestran

efectos antibacterianos, anti cancerigenos, antioxidantes, antiulcerosos, etc®.

En el presente trabajo, se investigd el efecto antibacteriano de una de las especies
de la familia Brassicaceae, especificamente Brassica oleracea var.capitata L.(col
morada), frente a bacterias patdégenas como Shiguella flexneri, se considerd

diversas concentraciones y el potencial terapéutico ante esta bacteria.



El Capitulo | presenta el planteamiento del problema, en donde se identifica la
realidad problematica, formulacion del problema general y especificos, objetivo
general y especificos, asimismo, justificacion de la investigacion. El Capitulo I
desarrolla el marco tedrico, detallando los antecedentes nacionales e
internacionales, bases tedricas, hipotesis general y especificas, operacionalizacion
de variables e indicadores, incluyéndose en este capitulo la definicion de términos
basicos de la investigacion. El Capitulo Ill explica la metodologia, tipo, nivel y disefio
de la investigacion, se especifica la poblacion, muestra, técnicas e instrumentos de
recoleccion de datos, en este capitulo se describe el procedimiento experimental
realizado y técnicas para el procesamiento de datos. El Capitulo IV presenta,
interpreta y analiza los resultados obtenidos de la investigacion, contrastacion de
hipétesis y discusién de resultados. El Capitulo V menciona las conclusiones y
recomendaciones formuladas segun los resultados obtenidos durante la
investigacion. Se presentan las referencias bibliograficas correspondientes y anexos

al finalizar la investigacion.



CAPITULO |
1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de la realidad problematica
La Organizacion Mundial de la Salud (2017) “informé sobre los principales
patdgenos resistentes a los antibioticos en donde se engloba las 12
familias de bacterias de mayor amenaza para la salud humana”. “Se
pone de notoriedad basicamente el peligro que evidencian las
bacterias gram-negativas resistentes a diversos antibiticos. Estas
bacterias poseen la suficiencia innata de descubrir nuevas maneras de
resistir a los antibiéticos, consiguiendo propagar su material genético y
hacer posible que otras bacterias sean farmaco resistentes, destacando
entre estas a Shigella spp (resistente a las fluoroquinolonas) como

bacteria de prioridad 3: Media”®).

La shigelosis, o disenteria bacilar, “es una patologia con sintomas que
consiguen evolucionar desde una infeccion entérica suave hasta
sintomas severos como fiebre alta, disenteria, perforacion intestinal y fallo
renal. Es originada por cuatro especies de bacterias: Shigella
dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii y Shigella sonnei. Estos
microorganismos se propagan por la via fecal-oral, especificamente de
una persona a otra o por medio de agua o alimentos contaminados. Solo
se necesita un numero muy bajo de estos microorganismos para

adquirirla, lo que favorece su difusion de la misma”®),

De acuerdos a las estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud,
‘las enfermedades diarreicas son causantes principales de mortalidad
(aproximadamente 525 000 niflos menores de cinco afios cada afo) y
morbilidad de infantes alrededor del mundo, consecuencia directa al

consumo de alimentos o agua contaminados”®.



Las enfermedades diarreicas “estan directamente relacionadas con las
temperaturas altas, es decir, en el inicio del verano, las diarreas
presentan una alta incidencia. Ademas, las altas temperaturas y la
escasez de agua influyen en la aparicion y transmision del patégeno
causante, facilita el desarrollo bacteriano y, si la persona practica
inadecuados procedimientos de higiene, promueven que el individuo sea

expuesto al patdbgeno”®,

En el Perd, en el afio 2015, el Ministerio de Salud, mediante su Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemioldgico en Salud Publica, informé sobre el
‘incremento de 9,8% de Enfermedades Diarreicas Agudas (EDA)
disentéricas en nifios menores de 5 afios en temporada de altas
temperaturas, asimismo, en el 2015, se registraron 10 860 casos de
EDA, observandose un incremento en el 2016 a 11 730 casos, en la

misma temporada”®,



1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problema General
¢El extracto etandlico de Brassica oleracea var.capitata L.(col morada)

poseerd efecto antibacteriano en cepas de Shigella flexneri, in vitro?

1.2.2 Problemas especificos

1. ¢Qué tipos de metabolitos estaran presentes en el extracto

etandlico de Brassica oleracea var.capitata L.(col morada)?

2. ¢Como influirdn las diferentes concentraciones del extracto
etandlico de Brassica oleracea var.capitata L.(col morada) en el

efecto antibacteriano en cepas de Shigella flexneri, in vitro?

3. ¢Cudl sera el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
Brassica oleracea var.capitata L.(col morada) comparado con
Gentamicina 10pug/mL en cepas de Shigella flexneri, in vitro?



1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.10bjetivo general

Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Brassica
oleracea var.capitata L.(col morada) sobre cepas de Shigella flexneri, in vitro.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Determinar los tipos de metabolitos presentes en el extracto

etandlico de Brassica oleracea var.capitata L.(col morada).

2. Determinar si las diferentes concentraciones del extracto etandlico
de Brassica oleracea var.capitata L.(col morada) influyen
positivamente en el efecto antibacteriano en cepas de Shigella

flexneri, in vitro.

3. Comparar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Brassica
oleracea var.capitata L.(col morada) con el efecto antibacteriano de

Gentamicina 10ug/mL sobre cepas Shigella flexneri, in vitro.



1.4 Justificacion de la investigacion

Esta investigacion es de mucha importancia, ya que la proliferacion
cosmopolita de la bacteria Shigella flexneri y su cada vez creciente
resistencia a antibiéticos, hace que el valor econdmico del tratamiento sea
cada vez mas alto, ademas, se ha incrementado la duracion de las
hospitalizaciones, y puede causar la muerte de los pacientes, especialmente
en nifios, por ello, con este estudio se presenta una alternativa natural para

el tratamiento.

Esta investigacion se realiza basédndose en el potencial de Brassica oleracea
var.capitata L. (col morada) como efecto antibacteriano sobre el Shigella
flexneri. Esta especie vegetal posee principios activos capaces de hostilizar
a esta bacteria de manera efectiva y segura, pues al aplicar este vegetal
como fitoterapia ante esta bacteria, se pueden obtener reacciones adversas

minimas y son de bajo costo por ser antibiéticos de origen natural.

En el Peru, la Brassica oleracea var.capitata L. (col morada) es de comun
cultivo y consumo, pero son escasos los estudios que validen su uso en
tratamientos de diferentes enfermedades. Por eso con este estudio, se
contribuira a beneficiar a la poblacién con Enfermedades Diarreicas Agudas
(EDA) causada por Shigella flexneri, considerando que, en nuestro pais, “la
predisposicién de los casos de EDA, en los ultimos afios, manifiesta una
lenta tendencia al descenso, particularmente durante la temporada de

verano”®@,



CAPITULO I
2. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la Investigacion

2.1.1 Antecedentes nacionales
Choquenaira, R, et al (2013)" En su tesis “Extraccion del aceite de las
semillas de Curcurbita maxima Dutch var. Macre y var. Zambo,
determinacién de los &cidos grasos insaturados libres (acido oleico, &cido
linoleico y &cido a-linolénico) y de su efecto antibacteriano contra
Escherichia coli y Shigella flexneri”, realizé la obtencion del aceite mediante
la extraccion Soxhlet empleando Diclorometano, de las semillas de Cucurbita
maxima Dutch var. Macre y var. Zambo (Zapallo), asimismo, se efectuaron
analisis fisicoquimicos y organolépticos del aceite. Los &cidos grasos
insaturados libres de la variedades (Zambo y Macre) se hallaron en
concentraciones de 0,34 mg/mL y 0,28 g/mL de acido a- linolénico; 1,08
mg/mL y 1,28 mg/mL de &cido linoleico, correspondientemente de cada una.
El &cido oleico se descubrid en concentraciones < a 0,1 mg/mL en ambas
variedades. Asimismo, se estudid la actividad antibacteriana de la
cucurbitacina, la cual se ejecuté mediante dos métodos dilucion en caldo y
hoyo-placa, y se consiguid resultados negativos frente a las bacterias

Escherichia coli y Shigella flexneri(.



Castilla, C, (2016)® En su Tesis “Determinacion del efecto antibacteriano in
vitro del extracto de hojas de Carica pubescens L (Caricaceae) Papaya
Arequipefia frente a bacterias patégenas”. Se determind el efecto
antimicrobiano del extracto de hojas secas y pulverizadas de Carica
pubescens L “Papaya Arequipefa”, extraidos en diferentes solventes
(acuoso, etandlico y etéreo) frente a patdgenos como Escherichia coli,
Sthaphylococcus aureus, Salmonella typhi, Shigella sp. y Pseudomona
aeruginosa. Los extractos etandlico y acuoso presentaron actividad contra
Salmonella typhi tuvieron una CMI(concentracion minima inhibitoria) de 50 y
80 mg/mL consecutivamente; asimismo, el extracto etandlico mostré efecto
bacteriostatico contra Staphylococcus aureus, mientras que el extracto de
éter de petréleo no manifestd ninguna accién antibacteriana. Finalmente, se
ejecutd un bioensayo con Artemia sp para establecer la dosis letal media
DL50 de los extractos acuoso y etandlico y se obtuvo que estos extractos

son levemente toxicos en el ser humano®),

Baca, C, et al (2013)® En su estudio “Serotipos y susceptibilidad
antimicrobiana de Shigella aisladas Instituto de Salud Pediatrico de Lima,
Peru entre enero y julio 2013”. Evalu6 la frecuencia de serogrupos y
serotipos y el perfil de susceptibilidad antimicrobiana de Shigella sp.,
muestreadas en el Instituto Nacional de Salud del Nifio en una poblacion
compuesta por 85 aislamientos de Shigella sp.. Se identific los serogrupos:
62,3% al serogrupo B (Shigella flexneri), 32,9% al grupo D (Shigella sonnei)
y 4,8% al grupo C (Shigella boydii), ningun aislamiento se relacion6 al grupo
A (Shigella dysenteriae). En los serotipos, se encontraron grupo B (46% 1b,
36% 2a y 18% variante) y en el grupo C (C4 y en el grupo D todos de Fase
). La estimacion del perfil de susceptibilidad revelé que el 100% de las
cepas fueron no fueron resistentes a: aztreonam, acido nalidixico y
ciprofloxacina; entre 80% y 90% resistentes a trimetoprim-sulfametoxazol,
ampicilina y tetraciclina. Concluyendo que el serogrupo B (Shigella flexneri)

fue el frecuente, y no se evidencié presencia de Shigella dysenteriae®).



Rondén, A, (2014)® En su tesis “Patrones de sensibilidad de cepas de
Shigella sp Hospital | Carlos Alcantara Butterfield 2014”. Se determiné el
perfil de sensibilidad y resistencia de 72 cepas de Shigella aisladas del
servicio de Emergencia Pediatria mediante el método de difusion en agar
(Kirby Bauer). Se establecieron los patrones de sensibilidad para once
antibidticos: aztreonam, acido nalidixico, ciprofloxacino, ceftazidime,
cloranfenicol, amoxicilina/acido clavulanico, sulfametoxasol/trimetoprim,
ampicilina, tetraciclina, furazolidona y gentamicina. Como resultado obtuvo
que el 98.6% fueron sensibles a aztreonam, 97.2% a acido nalidixico 97.2 %
a ceftazidima (94.1%) y 95.8% a ciprofloxacino, ademas de una alta
resistencia a tetraciclina, ampicilina y trimetoprim/sulfametoxazol. No se
evidenciaron betalactamasas de espectro extendido en los aislamientos de
Shigella. Concluyé que el 81.4 % de cepas resisten a mas de tres
antibidticos, incluyéndose un elevado nivel de resistencia a

sulfametoxazol/trimetoprim, ampicilina y tetraciclina®,
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2.1.2 Antecedentes internacionales

Pacheco-Cano, R, et al (2018)19 En su investigacion “Extractos crudos de
brécoli (Brassica oleracea var. italica) con efecto de actividad inhibitoria
contra bacterias y levaduras patdogenas de importancia en salud humana y
hongos fitopatogenos”, determiné que los extractos proteicos de florete y
tallo de brécoli poseen una actividad inhibitoria frente a cepas patégenas
Gram positivas y Gram negativas, como Bacillus cereus 186, Streptococcus
pyogenes, Enterococcus faecalis, Staphylococcus xylosus, Salmonella spp.,
Escherichia coli, Shigella flexneri, Proteus vulgaris, Shigella sonnei y
Staphylococcus aureus. Asimismo, reveld actividad antifungica frente a
Aspergillus niger, Colletotrichum gloeosporioides y Candida albicans.
Analizé, mediante actividad en gel contra Staphylococcus xylosus del
extracto de florete semipurificado mediante exclusion molecular, el cual

indico cierta actividad inhibitoria ante la bacteria antes mencionada9,

Satya, M, et al (2015)®D En su “Estudio comparativo del analisis fitoquimico
y la actividad antimicrobiana in vitro de tres hortalizas (Brassica oleracea
Var. capitata (col), Brassica oleracea var. Botrytis (Coliflor), y R. sativus var.
longipinnatus (rébano blanco) importantes de la familia Brassicaceae”,
realizd extracciones con diferentes solventes como etanol, metanol y
acuoso; determiné la presencia de fitometabolitos y una destacable actividad
antimicrobiana frente a Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhimurium, Salmonella paratyphi y Staphylococcus
epidermis. Entre estos extractos, los que fueron extraidos con etanol
manifestaron una mayor cantidad de metabolitos secundarios y superior

actividad antimicrobiana, especialmente ante Bacillus subtilis?,
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Szabd Sz, et al (2014)2 En su estudio “Efecto antibacteriano de brotes
contra patégenos que afectan al ser humano, in vitro”, determiné los efectos
antimicrobianos de 55 diferentes brotes homogeneizados, los cuales fueron
investigados con el método difusion de pozos de agar frente a bacterias que
afectan la salud del ser humano. Los resultados expusieron que en rabanos,
colinabo y brotes de col morada, causé zonas inhibitorias alrededor de los
pocillos realizados en las placas de agar inoculadas. En mostaza, calabacin,
manzanilla, el fenogreco picante y los brotes de frijol, mostraron un menor
efecto antimicrobiano, mientras que los otros veintinueve vegetales no
revelaron actividad antibacteriana contra patégenos. Se concluyé que los
brotes de rdbano posee mayor actividad antibacteriana, entre todos los

vegetales estudiados®?).

Ayshwarya, M, et al (2015)1% En su estudio “Actividad antimicrobiana de
los extractos vegetales de Brassica oleracea var. capitata rubra”. Investigé el
potencial antibacteriano de este vegetal contra bacterias Gram positivas y
Gram negativas seleccionadas, con los extractos de etanol, metanol,
acetona, cloroformo y agua. Se evalué la actividad antimicrobiana mediante
el método de difusion de disco en agar. La actividad antimicrobiana se
analizé en patégenos comunes como Gram negativas (Proteus vulgaris,
Serratia marsecens, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) y gram
positivas  (Micrococcus sp., Bacillus subtilis, Lactococcus lactis,
Staphylococcus aureus). Se concluyé que los extractos metandlicos
manifestaron un mayor efecto sobre el crecimiento de todos los

microorganismos en comparacion con los demas extractos(1?),
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2.2 Bases Tebricas

2.2.1 Brassica oleracea var.capitata L (Col Morada)

2.2.1.1 Descripcién Botanica

Sistema radicular

Posee ramificaciones radicales muy delgadas en abundancia y gran cantidad
de pelos absorbentes y descrita como moderadamente superficial, alcanza
una profundidad entre 45 a 60 cm, el 90% estan concentradas en los
primeros 20 a 30 cm del suelo@415),

Tallo

En el inicio del ciclo vegetativo (desde la germinacién hasta la aparicién de la
cabeza), comunmente, el tallo es no-ramificado, corto (hasta el segundo
ciclo, en donde se alarga antes de formar inflorescencia), erecto y grueso. Al

madurar, este vegetal puede conseguir una altura de 40 a 60 cm(14)(15),

Sobre su tallo, entre las axilas de las hojas estan ubicadas las yemas
laterales, que en las primeras fases del ciclo vegetativo se hallan en etapa

de reposo, y es, Unicamente, la yema apical la activa®),
Hojas

Pueden variar de sésiles hasta de peduinculo corto, grandes, de limbo
redondeado o elipsoidal, con una coloracién que incluye desde verde claro
hasta intensamente violaceo, sin pelos y cubiertas de una capa cerosa que

da resistencia a la sequia®.
Formacion de cabeza o pella

La roseta que generan las hojas poseen un diametro que cambia segun la
variedad (entre 50 cm a 100 cm). EI nimero de hojas que tienen las rosetas
es entre 10-15 en las precoces, 20-25 en las medias y 25 — 30 en las tardias.
Al final de la fase en la formacion de la roseta de hojas, genera el inicio al

nacimiento de la cabeza de la col®3).
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Esta cabeza es una inmensa yema compuesta y esta conformada por un
tallo interior, hojas muy arrugadas, cerradas, yema apical y yemas laterales
ubicadas en el tallo sobre las axilas de las hojas. Aparecen hojas nuevas,
posteriormente de la formacién las rosetas, estas no se abren, sino que

crecen dentro de la col®®),

La col aumenta su tamafio y se hace compacta, debido a la actividad de la
yema apical y las particularidades del desarrollo de las diversas partes,

especificamente de los nervios y tejidos parenquimatosos®®).

Las cabezas pueden ser de forma redonda, puntiaguda, bulbo o plana, de
superficie crespa o lisa, y la coloraciéon violeta debido a la presencia de un

pigmento llamado antocianina(®16),

FORMA DE LA CABEZA

>0 QY O

REDONDA PUNTEAGUDA BULBO PLANA

Figura N° 1: Formas de las cabezas a pella de Brassica oleracea
var. capitata L.

Fuente: Zamora E, Universidad de Sonora, Departamento de agriculturay

ganaderia, “El Cultivo De Repollo”, México; Febrero — 201616,
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Flores

En el segundo ciclo vegetativo (fase continua al crecimiento de la cabeza de
la col), el tallo se extiende y se ramifica, se desarrolla inflorescencia de tipo
racimosa, incluyéndose flores en racimos de 12.5 cm de largo, de coloracién
gue varia entre amarilla o blancuzco, con céliz estrecho, y pétalos y cuatro

sépalos opuestos, los que forman una cruz415),
Fruto y semilla

Su fruto, similar al forma de una vaina, es una silicua dehiscente (8cm de
longitud y 3 mm de diametro). En su interior, posee alrededor de 10 a 30

semillas por fruto@4@5),

Las semillas son diminutas (1 6 2 mm de diametro), con superficie levemente

irregular, redondas y con una coloracion color marrén oscura®®,

Figura N° 2: Brassica oleracea var. capitata L.

Fuente: Sargent F, "Plants And Their Uses - An Introduction To Botany", New
York ;1913 — 69 p@7,
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2.2.1.2 Taxonomia
Divisiéon: MAGNOLIPHYTA
Clase: MAGNOLIOPSIDA
Sub-Clase: DILLENIIDAE
Orden: CAPPARALES
Familia: BRASSICACEAE
Género: Brassica
Especie: Brassica oleracea var. capitata L.
Nombre Vulgar: Col Morada
ANEXO N° 2

2.2.1.3 Usos Medicinales de Brassica oleracea var. capitata L.
Dentro de los usos medicinales, se encuentran el antiinflamatorio, se coloca
pasta de col cruda dentro de otra hoja de col y se envuelve alrededor del
area afectada para reducir la incomodidad, es utilizado para aliviar el dolor
de mamas durante la lactancia; ademas, es usado como terapia adyuvante

en padecimientos en las vias respiratorias como el papilomatosis®),

Muchas investigaciones han resaltado el importante potencial de los
vegetales pertenecientes al género Brassica, debido a sus propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y antibacterianas; la col tiene un uso
relacionado con el tratamiento de sintomas asociados con patologias
gastrointestinales (gastritis, Ulceras pépticas y duodenales, sindrome del

intestino irritable); asimismo, en heridas (cortadas menores) y mastitis®®).
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2.2.1.4 Composicién Nutricional
Segun la Base de Datos Nacional de Nutrientes del Servicio de Investigacion
Agricola del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, la col
morada esta compuesta por numerosos nutrientes como se observa en la

siguiente tabla:

Tabla N°1: Contenido de nutrientes en 100 gramos del vegetal fresco

Nutriente valor
Agua 90.39 %
Energia 31 Kcal
Proteina 1.43 ¢
Grasas totales 0.16 g
Carbohidratos 73749
Fibra 21g
Azucares totales 3.83¢g
Acidos grasos, saturados 0.021 g
totales
Acidos grasos, 0.012g
monoinsaturados totales
Acidos grasos, 0.08¢g
poliinsaturados totales
Calcio 45 mg
Fosforo 30 mg
Fierro 0.8 mg
Magnesio 16 mg
Sodio 27 mg
Potasio 243 mg
Vitamina A 1,116 U
Vitamina B1 0.064 mg
Vitamina B2 0.069 mg
Vitamina B3 0.418 mg
Vitamina C 57.0 mg

Fuente: Servicio de Investigacion Agricola del Departamento de Agricultura de
los Estados Unidos Abril- 2018%9),
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2.2.1.5 Composicién Quimica
La familia Brassicaceae produce especificamente tres grupos de metabolitos
secundarios importantes: fenoles, terpenoides y compuestos organicos que
incluyen nitrégeno o azufre (cianogénicos, glucosinolatos o alcaloides);
ademas, se destaca en su composicion quimica a las antocianinas

(cianidina)®@1),

Los glucosinolatos son tioglucésidos, caracteristicos en los vegetales de
orden Capparales, especificamente la familia Brassicaceae. El porcentaje de
glucosinolatos varia en cada especie e interviene de forma directa el tipo de

tejido del vegetal@2(3),

Los glucosinolatos comparten las organizacion del ndcleo que comprende
residuos B-D-glucopiranosa enlazadas mediante un &tomo de azufre (S) a un
éster de sulfato de - N -hidroxiimino y se diferencian entre si por un grupo de
variables R provenientes de diversos aminoacidos (origen alifatico derivados
de metionina, indol o inddlico de fuente de triptéfano, y aromaticos
establecidos a partir de fenilalanina). Estos, se agrupan como S-glucosidos
(constituidos por enlaces de un azucar reductor y de un azufre que no posee
estructura de hidrato de carbono y es reconocida como aglucona, asimismo
los glucosinolatos son solubles en agua, debido a su molécula de glucosa

tiene propiedades hidrofilicas); por sus caracteristicas no son volatiles3(4),

Los glucosinolatos se hidrolizan en el momento que el tejido del vegetal se
fragmenta como consecuencia de un dafio mecénico, seguidamente la
enzima tioglucosidasa o mirosinasa entra en contacto con el sustrato y libera
moléculas de glucosa, de bisulfato y de la propia aglucona; a continuacion,
esta Ultima confronta una modificacion intramolecular que produce
isotiocianatos, nitrilos, metilisotiocianatos, metilnitrilos y tiocianantos, cada
uno de bajo peso molecular. Los glucosinolatos integros poseen accion
bioldgica limitada, pero incrementan su actividad mediante su hidrolizacion a
isotiocianatos, y es el isotiocianato sulforafano (1-isotiocianato-4-

(metilsulfinil)-butano) uno de los mas estudiados®® (Figura N° 3).
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Es importante destacar que, el Sulforafano [l-isotiocianato- (4R) -
(metilsulfinil) butano] es un compuesto natural considerablemente
investigado desde los 80’s dado que posee cualidades quimioterapéuticas
(antiproliferativo y anti-angiogénicas). Actualmente, las investigaciones se
han focalizado en su efecto contra patologias significativas en cerebro, riiidn,
higado, corazén y mdusculo, incluyéndose en la reduccion de niveles de

glucosa®®).

La actividad antimicrobiana de los isocianatos es investigada principalmente
contra bacterias con fenotipos de resistencia a numerosos

farmacos@?@”) Esto se puede observar en la tabla N° 2 y tabla N° 3.
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Figura N° 3: Estructuras glucosinoladas, biosintesis e hidrolisis.

(A) Estructuras basicas de glucosinolatos e isotiocianatos.(B) Esquema de la
biosintesis de glucosinolatos e hidrdlisis que muestra el camino dando lugar al

isotiocianato, sulforafano, un potente agente anticancerigeno.

Fuente: Falk K, et al. Glucosinolate biosynthesis: demonstration and
characterization of the condensing enzyme of the chain elongation cycle in
Eruca sativa; Apr 20049,
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Tabla N°2: Ejemplos de Actividad Antibacteriana del Sulforafano y mecanismo de accién.

Fuente del
Isocianato Isocianato Bacteria sensible Mecanismo de Accién
Extracto de H.pylori N.A
Sulforafano SFN semilla de
brécoli

P. aeruginosa, EHEC SFN inhibe la detecciéon del

Sulforafano SFN sintético E.coli . S aureus quoérum bacteriano, afecta la
produccion de piocianina y

ejerce una actividad anti-

biopelicula contra

P.

aeruginosa. SFN inhibe la
produccion de E. coli Shiga

toxina EHEC .

Fuente: Romeo L, et al. Isothiocyanates: An Overview of Their Antimicrobial Activity

against Human Infections; Mar 20187,

Tabla N° 3: Actividad antimicrobiana de Brassica oleracea var capitata L(col morada) contra

patégenos bacterianos en mm .

Extractos
Patogenos Etanol Metanol Acetona | Cloroformo Agua Estandar
Tl T2 | T1 | T2 T1 (T2 | T1 T2 Tl T2 (5 Ha)

Pseudomonas 8 2 7 5 3 2 2 1 6 4 4
aeruginosa
Escherichia coli 5 4 8 5 2 1 2 1 5 3 3
Serratia 3 2 10 9 2 1 - - 5 3 -
marsecens
Staphylococcus 4 2 7 5 6 3 4 - 6 5 3
aureus

Concentracion: T1-200ug, T2-100ug  estandar : Ampicilina

Fuente: Ayshwarya M, et al. Antimicrobial activity of the plant extracts of Brassica oleracea var.

capitata rubra; Nov 20153,
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Estudios han comprobado la existencia de compuestos fendlicos en diversos
cultivos de B. oleracea. El conjunto mas amplio y variado de polifenoles,
especificamente en las especies de Brassica, son los flavonoides (flavonoles
y antocianinas) y los acidos hidroxicinamicos, los cuales se dividen de modo
diferente segun el cultivo y la parte del vegetal evaluado. Ademas, posee
actividad antioxidantes y antimicrobianas; asimismo, se ha estudiado
ampliamente su propiedad para disminuir el riesgo de patologias

cardiovasculares(@(@8),

En la especie B. oleracea, se descubrié que en la var. capitata, posee mas
de veinte compuestos primordialmente kaempferol, Quercetina y

composiciones de diversos acidos hidroxicinamico®®),

Las antocianinas en el género Brassica muestran estructuras anormalmente
complejas con uno o mas &cidos cindmicos. Las antocianinas reconocidas
en Brassica olerace var. capitata(col morada) son cianidina 3-O- (sinapoil)
(feruloil) diglucosido-5-O-glucésido y cianidina 3-O- (sinapoil) (sinapoil)

diglucésido 5-O-glucésido8).

OH 4] .
Quercetina H

HO._ <

“ Cianidina

OH

Figura N° 4: Agliconas flavonoides encontrados en Brassica olerace var. capitata.

Fuente: Cartea M, et al. Phenolic Compounds in Brassica Vegetables; Dic 20109,
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Estudios epidemiologicos han hallado una unidn positiva entre la ingestion
de Kaempferol y un menor riesgo de desarrollar afecciones cardiovasculares
y ciertos tipos de cancer. Numerosas investigaciones, in vitro y en animales,
confirman el papel de Kaempferol en la prevision y/o como tratamiento
terapéuticos de estos y demas patologias como neurodegenerativas,
infecciosas, diabetes, osteoporosis, ansiedad, alergias e inflamacion; no
obstante, numerosos de estos estudios se han ejecutado a dosis elevadas a
las recomendadas en humanos y, por ende, se dificulta la prediccidon a partir
de los resultados obtenidos. Del mismo modo, la mayoria de las
investigaciones in vitro se realizaron con concentraciones considerables mas
alla de las alcanzadas en plasma y tejidos luego de la suministracién oral de
Kaempferol, es decir, que cierta actividad biolégica y algunos efectos téxicos
inducidos por Kaempferol in vitro, pueden ser irrelevantes in vivo cuando

este flavonoide se administre por via oral®),

Las caracteristicas utiles de la Quercetina, segun investigaciones, se refieren
principalmente a su estructura quimica y se condicionan segun la
concentracion en que se administren; algunas propiedades asociadas a su
consumo son la reducida incidencia de enfermedades cardiovasculares,

antioxidantes, accion antiviral, etc9,
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2.2.1.6 Técnicas recomendadas de extraccion
La extraccion es el método de separacion de sustancias activas (metabolitos
secundarios) de una mezcla por medio de una accién mecanica 0 quimica,
como destilacion o presion. Esta separacion se ejecuta con la asistencia de
la disolucién de una o mas de los compuestos en un disolvente en el que
sean muy solubles y se dividen en funcién de sus caracteristicas fisicas y
guimicas. Generalmente, la maceracion se efectla a una temperatura de 15-

20 °C durante 3-5 dias o hasta que se disuelva la materia solubleGb.

Brassica oleraceae esta compuesta por diversos metabolitos como
antocianinas, polifenoles, glucosinolatos, vitaminas, etc. Por lo tanto, la
maceracion es el procedimiento mas eficiente para extraer todos los
constituyentes activos que son termolabiles en su condicion completa sin

desnaturalizacion®Y,

Entre los solventes mayormente utilizados, son los alcoholes alifaticos de
hasta tres carbonos o combinacion de estos con agua. Estos solventes
pueden extraer la mayoria de metabolitos secundarios como alcaloides,
flavonoides, glicosidos cardioténicos y los terpenos. Asimismo, los
glucosinolatos son solubles en agua por la molécula de glucosa que
comparte sus caracteristicas hidrofilicas, en contraste con los isotiocianatos

que presentan caracteristicas hidrofébicas4G2),
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2.2.2 Enfermedades Diarreicas

2.2.2.1 Definicion

Es definida como tres o mas deposiciones liquidas o semiliquidas en 24

horas o al menos con alguna existencia de elementos irregulares (moco,

sangre o pus), pudiéndose acompafar de calentura, escalofrio, nausea,

vOomito o colicos abdominales, durante dos semanas como maximo ©3),

A nivel fisiopatoldgico, la diarrea se define como una pérdida enorme de

liquidos y electrolitos en las deposiciones, a consecuencia de un

abastecimiento intestinal irregular de los solutos, en especial del sodio, los

cloruros y la glucosa®®?,

2.2.2.2 Clasificacion

Segun tiempo de evolucion®3):

Enfermedad diarreica aguda: denominada a la diarrea de menos de
catorce dias de evolucion.

Enfermedad diarreica persistente: es la diarrea de catorce dias o mas de
evolucion. Inicialmente, se presenta con un episodio agudo de diarrea
liquida o disenteria, en ciertas ocasiones con disminucién de peso y
generalmente no se puede determinar el agente etioldgico. Se puede
observar un dafio considerable en la vellosidad, la mucosa intestinal
puede estar aplanada y la absorcion de nutrientes presenta
inconvenientes.

Enfermedad diarreica cronica: es la diarrea persistente, de evolucion
mayor a un mes. Es comunmente observada en personas con
sensibilidad al gluten, fibrosis quistica o trastornos metabdlicos

hereditarios.
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Segun Etiologia®®):

Infecciosa: Este tipo incluye virus, bacterias y protozoos. El agente
comunmente aislado es el Rotavirus (especificamente grupo A serotipos
Gl y G3). La bacterias que se encuentran con cierta constancia son:
Escherichia  coli  enteropatégena (ECEP) y enterotoxigénica
(ECET),Campylobacter jejuni, Shigella sp y Salmonella sp. Las formas
de transmision para enteropatdégenos fecales son: via fecal-oral, a través
de vémitos y secreciones nasofaringeas por via aérea.

No Infecciosa: Se encuentran  alteracion de la osmolaridad o
modificaciones en la microbiota intestinal del paciente, originadas por
dieta y/o medicaciones. Algunos antibiéticos producen diarrea por un
proceso irritativo de la mucosa digestiva, debido a que una pobre
absorcion, estos se mantienen en la luz intestinal, por ejemplo:
eritromicina (actia sobre el colon) y algunos macrolidos en menor grado,
amoxicilina/acido clavulanico (actia sobre el tracto digestivo proximal y

distal) y ceftriaxona (produce alteraciéon en la microbiota intestinal).

Segun sindromes clinicos®3):

Diarreas secretoras: en casos agudos estan generadas por
toxiinfecciones alimentarias o por bacterias creadoras de toxinas. Se
limita el deterioro al intestino delgado, las evacuaciones son liquidas, por
ende, una excesiva pérdida de agua, electrolitos y es persistente.

Diarreas invasivas o inflamatorias: es originada por invasion y pérdida de
células del epitelio intestinal (nivel del colon), generando inflamaciéon y
ulceracién de la mucosa. La diarrea suele esta conformada por moco y
sangre, fiebre y variacion del estado general. En el microscopio se

visualizan las deposiciones con leucocitos y hematies.
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2.2.3 Shigelosis

2.2.3.1 Definicién
La shigelosis o disenteria bacilar es definida como una infeccién bacteriana
aguda focalizada en el intestino grueso y la porcion distal del intestino
delgado. Se caracteriza por diarrea que incluye fiebre, nausea y ciertas
veces vomitos, colicos y tenesmo. Comunmente, las deposiciones tienen
sangre y moco (disenteria), debido a la confluencia de microabscesos
generados por microorganismos invasores, aungque se presenta inicialmente
como diarrea acuosa, la infeccion suele tener una duracion promedio de
cuatro a siete dias. La disenteria bacilar se transmite generalmente por via

fecal-oral directa o indirecta de un paciente o de un portador®4,

Es generada por bacterias del género Shigella y de familia
Enterobacteriaceae (Figura N°5). Es wun bacilo gramnegativo no
encapsulado, anaerobio facultativo, inmaovil, oxidasa negativo y fermentador
de glucosa. Se distinguen cuatro especies: Shigella dysenteriae (serogrupo
A), Shigella flexneri (serogrupo B), Shigella boydii (serogrupo C) y Shigella

sonnei (serogrupo D)@4),

Figura N° 5: Bacteria Shigella spp.

Fuente: Rettner R. Drug-Resistant Stomach Bug Increasing in US; New York- Abr
201569,
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2.2.3.2 Patogénesis
Es determinada por la gran virulencia de un plasmido de 214 kb(kilobase)
gue posee aproximadamente 100 genes, de estos, 25 codifican un
mecanismo de secrecion tipo Il que se implanta en la célula,
especificamente en la membrana del hospedador, permiten que los
efectores recorran del citoplasma bacteriano al citoplasma celular. Por ende,
las bacterias tiene la capacidad de invadir las células del epitelio intestinal
puesto que inducen su propia captacion luego de atravesar por primera vez
la pared epitelial cruzando las células M (tras locacion de células epiteliales
especificas en el foliculo, correspondidas con los ganglios linfaticos del
epitelio que envuelve la mucosa). Las bacterias generan la apoptosis de los
macrofagos subepiteliales residentes, ubicados en el interior del citoplasma
de las células del epitelio intestinal. Los efectores de Shigella originan
modificaciones citoesqueléticas precisas para guiar la captacién de la

bacteria en los interiores de las células epiteliales©®) .

Posteriormente, las vacuolas que poseen a Shigella se destruyen
rapidamente y liberan el microorganismo en el interior del citosol. Después,
la Shigella intracelular utiliza los elementos del citoesqueleto para
trasladarse dentro de la célula infectada; en el momento que la bacteria en
movimiento y la membrana de la célula hospedadora se unen, se generan
protrusiones celulares que son incorporadas en las células vecinas. Estos
fendmenos permiten la proliferacion de una bacteria a otra. Las citocinas
liberadas por el incremento de células epiteliales intestinales infectadas
captan un aumento de células inmunitarias (especificamente leucocitos
polimorfonucleares [PMN]) al area de la infeccién, seguidamente, se
desequilibra la barrera epitelial, se extiende la inflamacion, y ocasiona la
colitis aguda caracteristica de la shigelosis. Investigaciones actuales sefialan
que ciertos efectores inyectados del mecanismo de secrecion tipo Il pueden
dirigir la extension de la inflamacion, lo que promueve y facilita la

persistencia de la bacteria®).
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La toxina de Shiga, producida por S. dysenteriae tipo 1, incrementa la
proliferacion de la infeccion. Esta toxina corresponde a un tipo de toxinas
proteinicas Al1l-B5, cuya subunidad B se acopla al receptor
globotriaosilceramida en la zona superficial de la célula efectora, y su
subunidad catalitica A es interiorizada por endocitosis inducida por el
receptor, la cual se interrelaciona con la maquinaria subcelular para
inhabilitar la sintesis proteinica al mostrar accion de N-glucosidasa de
RNA(acido ribonucleico) en el RNA 28S ribosdmico. Este proceso finaliza
con la inhibicion de la asociacion de amino-acilo-tRNA a la subunidad
ribosémica 60S y, asimismo, se genera una supresion general en la célula
de la biosintesis de proteina. Las toxinas de Shiga son traslocadas del
intestino a la circulacion. Luego de la union de las toxinas y las células
efectoras en el rifion, las modificaciones fisiopatolégicas consiguen originar

el sindrome hemolitico-urémico®®). (Figura N°6)

Shigella
CélulaM 2
209 Células epiteliales
-
Activacion de NF-xB >
causada por IL-1p / IcsA v
y activacion - / - - Diseminacion de
intracelular de NLR / \'S g célula a célula
1 p IPaB  gocrecis
’ ecrecion
IL-8 Macrofagos & IpaC + tipo Il
IL-1B R IPaA o
Pérdida de la permeabilidad de la - S & -
barrera epitelial para los PMN
R e Apoptosis de los macréfagos
Activacion de la caspasa | por accion de IpaB
Invasion masiva J - Supervivencia de la bacteria
del epitelio - Inicio de inflamacién
IL-18

Figura N°6: Estrategia de invasion de Shigella flexneri

IL(interleucina) NF-kB(factor nuclear kB) NLR(receptor similar a NOD) PMN(leucocitos
polimorfonucleares) Fuente: Kasper D, et al. Harrison Principios de Medicina Interna;
México - 201568,
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2.2.3.3 Diagnéstico
El diagndstico ideal para shigelosis o disenteria bacilar es el aislamiento e
identificacion de la bacteria en las deposiciones. Si las muestras
(deposiciones) poseen una composicion mas alta de material sanguinolento

o mucopurulento, la probabilidad de aislamiento de la bacteria es mayor(),

Las muestras en fresco con hisopo muestran un porcentaje de éxito alto en
el aislamiento durante la fase aguda de la infeccién. Los cultivos obtenidos
son efectivos en <5% de los casos y convienen realizarse solamente cuando
el paciente manifiesta septicemia grave. Ademas, el uso de diversos medios
de cultivo amplia la probabilidad de conseguir el aislamiento adecuado: un
medio no selectivo (agar de lactosa con purpura de bromocresol), un medio
de baja selectividad (agar de MacConkey o con eosina-azul de metileno), asi
como un medio de alta selectividad (agar de Hektoen, Salmonella-Shigella o

agar de xilosalisina-desoxicolato)®),

Posterior a la incubacion en estos medios de cultivo entre 12 a 18 h a 37°C,
surge el desarrollo de Shigella en forma de colonias (no fermentadoras de
lactosa), midiendo de 0.5 a 1mm de didmetro y que posee un area superficial
convexa, translicida y lisa. Las colonias conseguidas en medios no
selectivos o de baja selectividad pueden cultivarse una vez mas en medios
de elevada selectividad previamente a la identificacion especifica, o pueden
someterse a la caracterizacion directa, los cuales son sistemas comerciales
estdndar con cuatro caracteristicas importantes: positividad para glucosa
(por lo general, sin produccion de gas), negatividad para lactosa, negatividad
para H2S y falta de motilidad. Asimismo, las cuatro especies de Shigella (A-

D) son diferenciadas por otras caracteristicas y métodos serologicos().
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2.2.3.4 Tratamiento

La shigelosis, por ser una infeccion enteroinvasora, obliga el uso antibioticos.
No obstante, desde mediados de la década de 1960, se presenta una
predominante resistencia en el tratamiento a mudultiples farmacos.
Actualmente, las tasas elevadas de resistencia a los clasicos antibidticos de
primera eleccién, como amoxicilina o ciprofloxacina, ha hecho que se cambie
rapidamente al uso de quinolonas como ceftriaxona, azitromicina,

pivmecilinam y algunas quinolonas de quinta generacion®). Tabla N°4

La infeccion por Shigella raramente genera deshidratacion importante. La
rehidratacion debe realizarse por via oral, con excepcion de un paciente en
estado coma o en shock. Una mejor efectividad de la solucion de
rehidratacion oral de baja osmolaridad (especialmente en nifios con EDA no
relacionada con cdlera) ha hecho que la Organizacion Mundial de la Salud y
la UNICEF (Fondo de las Naciones Unidas para la infancia) recomienden
una solucién estandar con 245 mOsm/L (sodio, 75 mmol/L; cloruro, 65
mmol/L; glucosa [anhidra] 75 mmol/L; potasio, 20 mmol/L; citrato, 10

mmol/L)G8),

Tabla N° 4: Antibi6ticos recomendados para el tratamiento de la shigelosis

Esquema de tratamiento
Antimicrobiano En nifios En adultos Limitaciones
Primera eleccion
Ciprofloxacina 15mg/kg 500 mg
C/12h x 3 dias, Via oral
Segunda eleccién
Ceftriazona 50-100mg/kg una vez al dia Eficacia no validada
Intramuscular x 2-5 dias Se administra por
inyeccion
Azitromicina 6-20mg/kg una vez al dia x 1-1.5¢ Surge resistencia
1-5 dias, Via oral con rapidez

Fuente: Kasper D, et al. Harrison Principios de Medicina Interna; México - 20156,
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2.3 Formulacién de Hipotesis

2.3.1 Hipotesis general
El extracto etandlico de Brassica oleracea var.capitata L. (col morada) posee

efecto antibacteriano sobre cepas de Shigella flexneri, in vitro.

2.3.2 Hipotesis especificas
1. El extracto etandlico de Brassica oleracea var.capitata L.(col morada)

tiene presencia de diversos tipos de metabolitos.

2. Las diferentes concentraciones del extracto etandlico de Brassica
oleracea var.capitata L.(col morada) influyen positivamente en el
efecto antibacteriano en cepas de Shigella flexneri, in vitro.

3. El extracto etandlico de Brassica oleracea var.capitata L.(col morada)
tiene mayor efecto antibacteriano comparado con Gentamicina

10pg/mL sobre cepas Shigella flexneri, in vitro.
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2.4 Operacionalizacion de variables e indicadores

Tabla N°5: Operacionalizacion de variables e Indicadores

VARIABLES

INDICADOR

Independiente

Extracto etandlico de Brassica
oleracea var.capitata L. (col

morada)

Metabolitos secundarios
Concentracion del extracto al 50 %

Concentracion del extracto al 100%

Dependiente

Efecto antibacteriano en
Shigella flexneri

Medida de los halos de
inhibicién(inhibicién de crecimiento)

unidad de medida mm de diametro

Control

Gentamicina

(Concentracion 10ug/mL)

Medida de los halos de
inhibicién(inhibicién de crecimiento)

unidad de medida mm de diametro

Fuente: Elaboracion propia, 2018
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2.5 Definicién de términos basicos

1. Brassicaceae Es un grupo de angiospermas. Se encuentran bien definido
por la estructura caracteristica de su flor, a cual se distingue por presentar
cuatro pétalos dispuestos de manera diagonalmente opuesta, dentro de esta

se encuentran brocoli, coliflor, repollo ,rabanos, etc9).

2. Extracto etandlico Se define como una solucion con olor particular,
obtenida a partir de materia vegetal deshidratada, mediante maceracion o
percolacién en contacto con alcohol etilico, seguida de la eliminacion de

dicho solvente por un procedimiento fisico®?).

3. Metabolitos primarios Son sustancias requeridas en el crecimiento,
desarrollo y reproduccion. Se encuentran en grandes cantidades en el

vegetal©8),

4. Metabolitos secundarios Son las sustancias que tienen funciones
ecoldgicas importantes como defensa o atraccidén de polinizadores, también
pueden ser aprovechados por los humanos para su propio beneficio, pero se

encuentran en pequefias cantidades en el vegetal©8).

5. Antibacteriano Se refiere a cualquier agente que interfiera con el
crecimiento y la actividad de bacterias. Se clasifica en Bactericida (agente
gue elimina las bacterias) y Bacteriostatico (agente que produce la supresion
del desarrollo de las bacterias solamente mientras el agente esté en

contacto con ellas)®9,

6. Cepa Término que hace referencia a las caracteristicas individuales de los

microorganismos contenidos en una sola colonia de un cultivo bacteriano®).

7. Shigella flexneri Es el serotipo B la bacteria de género Shigella
(gramnegativa que no forma esporas, no es movil, no produce gases de

azucares, no genera descarboxilato de lisina, ni hidroliza la arginina)(®).

9. Halos de inhibiciobn bacteriana Indica sensibilidad, mediante la

inhibicion del crecimiento de la bacteria de prueba al agente expuesto®?),
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10. in vitro Se refiere a un estudio o experimento médico que se realiza en
el laboratorio dentro de los limites de un tubo de ensayo o plato de

laboratorio®Y),

11. UFC Término que se emplea para estimar el niumero de bacterias
mediante el recuento de colonias sobre un medio sélido. Una bacteria se
considera igual a una colonia, pero el empleo del término UFC tienen cuenta
la posibilidad de que algunas colonias se hayan generado a partir de dos o
mas microorganismos adyacentes o muy cercanos entre si durante la

siembra®?,

12. Inoculo Material microbiano utilizado para sembrar o inocular un

recipiente de cultivo“3).

13. Cultivo Es el crecimiento de poblaciones de microbianas en ambientes

artificiales bajo condiciones de laboratorio®3).

14. Método de Kirby-Bauer El método que se basa en la relacion entre la
concentracion de la sustancia necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el
halo de inhibicién de crecimiento en la superficie de una placa de agar con
un medio de cultivo adecuado y sembrado homogéneamente con la bacteria
a ensayar y sobre la cual se ha depositado un disco de papel filtro de 6 mm
de diametro, o se ha sembrado en pozo impregnado con una cantidad

conocida de la sustancia®?.

15. Gentamicina Es un antibiético aminoglucosido importante para tratar
muchas infecciones graves por bacilos gramnegativos. Es el mas usado y de
primera eleccién por su bajo costo y efectiva actividad contra casi todos los

aerobios gramnegativos“>,
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CAPITULO 1lI
3. METODOLOGIA

3.1 Tipo y nivel de investigacién

La investigacion fue de tipo experimental se basé en la manipulacion de las
variables. Ademas, fue de enfoque cuantitativo, ya que se demostraron los
resultados a través de mediciones numéricas para probar las hipétesis
planteadas en este estudio.

El nivel del estudio fue transversal, la investigacion se desarrollara en un
determinado periodo de tiempo, por ende la muestra vegetal fue recolectada
en una fecha determinada y el analisis microbiol6gico para medir el efecto
antibacteriano fue realizado en 24 horas siendo el Unico ensayo realizado.

3.2. Disefio de investigacion

El disefio de la investigacion fue cuasiexperimental.

3.3 Poblacion y Muestra
3.3.1 Poblacién:
e 10 pellas de Brassica oleracea var.capitata L. (col morada) x m?

e Cepas de Shigella flexneri

3.3.2 Muestra:

e 1.5 Kg de Brassica oleracea var.capitata L.(Col morada)

e placas petri con Shigella flexneri dividas en dos grupos segun
concentracion: 50% y 100%, cada grupo con su respectivo control
positivo y negativo.

Controles/Estandar

e Gentamicina Estandar

e Alcohol 96°

e Quercetina Estandar
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3.4 Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos
3.4.1Técnica
e Prueba de sensibilidad método Kirby-Bauer (método de difusion en

agar)

3.4.2 Instrumentos
e Ficha de recoleccién de datos. Anexo N°10

e Instrumento de medicion de precision vernier

3.5. Equipos, materiales y reactivos
3.5.1 Medios de cultivo
e Agar Mueller Hinton

e Suero fisiolégico (cloruro de sodio 0.9%)

3.5.2 Materiales de Bioseguridad
e Guantes Quirargicos
e Gafa protectora
e Mascarilla
e Gorros desechables
e Mandil

e Botas descartables(protector de zapatos)

3.5.3 Materiales de laboratorio
e Canastillas de plastico
e Papel Aluminio
e Mortero
e Probeta de 500ml
e Embudos
e Frasco &mbar de vidrio de 1000ml de boca ancha
e Viales de vidrio de 10ml
e Espatula
e Placas Petri
e Bagueta de vidrio

e Placa de porcelana con cavidades
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Frascos goteros

Pipetas volumétricas 1ml, 2ml, 5mi
Tubos de ensayo de vidrio
Gradilla de plastico

Beackers 50ml, 100mly 500ml|
Pinzas de madera

Placas de Silica gel

Capilares

Matraz de Erlemeyer 500 ml y 1000 ml
Tiras de papel de pH

Tubos de ensayo con tapa rosca
Asa de siembra

Hisopos largos

Espatula de Drigalsky
Sacabocados

Micropipeta (2-20 pL),(10-100 pL)

3.5.4 Instrumentos de Laboratorio

Balanza analitica Sartotious
Bomba al vacio

Estufa

Cocinilla eléctrica

Mechero

Lampara de luz ultravioleta
Cuba de vidrio

Autoclave

Incubadora

Vernier

Regla milimetrada de metal
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3.5.5 Reactivos

Balanza analitica Sartotious
Alcohol 96°

Cloroformo

Etanol

Dimetilsulfoxido (DMSO)
Metanol

Cintas pequefias de Magnesio
Acido Clorhidrico concentrado 37% (HCI)
Cloruro de Fierro Il al 5%
Reactivo Dragendorff
Reactivo Mayer

Reactivo Wagner

Reactivo de Kedde

Anhidro acético

Acido Sulfarico

Fehling A

Fehling B

Ninhidrina

N-butanol

Acido acético

Agua destilada
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3.6. Procedimiento experimental

3.6.1 Obtencion de la especie vegetal

Las muestras de Brassica oleracea var.capitata L. (col morada) se
obtuvieron en la region de Lima, el distrito de Santa Anita (Gran Mercado
Mayorista de Santa Anita). Se incluyeron todas las partes del vegetal y
fueron principalmente las hojas internas (cabeza) de la col morada las que
se emplearon en la investigacion. Se realiz6 la determinacion taxonomica de
la especie en el Museo de Historia Natural perteneciente a la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos de Lima. Anexo N°4.

3.6.2 Limpieza
Las hojas internas (cabeza) de Brassica oleracea var.capitata L. (col
morada) fueron seleccionadas y sometidas a un proceso de limpieza con

agua destilada para eliminar cualquier suciedad o materiales extrafios.

3.6.3 Obtencion del extracto etandlico de Brassica oleracea var. capitata
L.(col morada)
A la muestra de Brassica oleracea var. capitata L.(col morada) se le retird su
nucleo central y se separaron las hojas.
Luego la muestra fresca fue triturada con el mortero y se pesé en la balanza
analitica. Fueron almacenadas en un frasco ambar de boca ancha de 1000
mL, se agregd alcohol 96°, en relacion muestra de col morada : disolvente
de extraccion 1kg :1L(p/V).
Se realizé la maceracién por siete dias con agitacion tres veces por dia,
temperatura ambiente y en oscuridad. Después del tiempo estimado, se
procedio a filtrar por bomba al vacio, el extracto obtenido se puso en unas
placas petri, en seguida se coloc6 en una estufa por 3 dias a 40°C para su
concentracion. Finalmente, se retird con una espatula y se almaceno en un

vial de vidrio. Anexo N° 5
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3.6.4 Andlisis fisicoquimico

3.6.4.1 Prueba de solubilidad

Muestra: Extracto etandlico concentrado de Brassica oleracea var.capitata
L. (col morada).

Procedimiento:

Se colocé 2mg de la muestra del extracto en cada pocillo de la placa de
porcelana. Luego, se afiadi6 a cada pocillo 3mL de cada solvente
correspondiente a analizar y se agitd con una bagueta hasta observar
resultado.

Solventes segun su polaridad: cloroformo, etanol, dimetilsulfoxido,

metanol y agua destilada. Anexo N°6

3.6.4.2 Marcha fitoquimica

Muestra: Extracto etandélico concentrado de Brassica oleracea var.capitata
L. (col morada).

Procedimiento: Se realizé en doce tubos de ensayos. Previamente en el
tubo blanco se coloc6 12 mg, luego se adiciond 13 mL de etanol, estando
en agitacion por 2 a 3 minutos. Posteriormente, fueron distribuidos en los

tubos enumerados. Anexo N°7

Determinacion de flavonoides

Reaccion de Shinoda: En 1mL de extracto etandlico concentrado, se le
coloc6 una cintas pequefias de Magnesio y 3 gotas HCI concentrado. La
precipitacion formada es indicativo de flavonoides: flavonas vy
flavonoles(amarillo a rojo), flavanonoles(rojo a magenta), flavanonas(rojo,
magenta, violeta, azul), isoflavonas(amarillo); isoflavononas, chalconas y

auronas no dan coloracion®8),
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Determinacion de compuestos fendlicos y taninos
Reactivo FeCI3 al 5%: En 1mL de extracto etandlico concentrado, se le
agrego FeClI3 al 5% y se agitd. La aparicion de una coloracion verde sugiere

la presencia de compuestos fendlicos y también taninos®6).

Determinacion de alcaloides

Reaccion de Dragendorff: En 1 mL de HCI 10% a 1mL de extracto
concentrado, se calentdé a 60°C por 10 minutos y se agregd solucion del
reactivo Dragendorff. Se observa una precipitacion roja a naranja ante la
presencia de alcaloides“).

Reaccion de Mayer: En 1mL de extracto etandlico concentrado, se agrego 2
gotas del reactivo de Mayer y se agitd. Se observa la aparicion de un
precipitado blanco a crema ante la presencia de alcaloides®®),

Reaccién de Wagner: En 1mL de extracto etandlico concentrado, se agregé
2 gotas del reactivo de Wagner y se agitd. Se observa la apariciéon de una

coloracion marron ante la presencia de alcaloides®®).

Determinacion de lactonas insaturadas
Reaccion de Baljet: En 1mL de extracto etandlico concentrado, se agregd 3
gotas del reactivo de Baljet. Se considera positivo ante presencia de

coloracion rojo claro a oscuro ante la presencia de lactona-a,B-insaturada®).

Determinacion de nucleo esteroidal o triterpenoide

Reacciéon de Kedde: En 1mL de extracto etandlico concentrado, se agregé
0.5ml del reactivo de Kedde. Se observa la aparicibn de una coloracion
purpura o violaceo ante la presencia de glicésidos cardiacos 49,

Reaccion de Liebermann-Burchard: Se mezclé 0.5mL de anhidro acético y
0.5ml de cloroformo, se enfrid, luego se le afadié 1 gota de acido sulfurico.
Esto se agregd a 1mL de extracto etandlico concentrado. Se observa la
aparicion de una coloracién verde—azul para esteroidicas, coloracién rosada

purpura para triterpenicas“6)“?),
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Determinacion de saponinas
En 1mL de extracto etandlico concentrado, se le agreg6é agua caliente (40
°C), se dejo reposar durante 15 a 30 minutos y luego se agitdé manualmente

durante 1 a 2 minutos. La formacién de espuma se considera positiva®?,

Determinacion de azucares reductores

Prueba de Fehling: En 1mL de extracto etandlico concentrado, se adicioné
1mL de Fehling A y 1mL de Fehling B (reactivos de sulfato de cobre y
tartrato de sodio y potasio), calentar a fuego directo constante. Se considera

positivo el precipitado rojo ladrillo de éxido cuproso®”).

Determinacion de antocianinas

En 1ml de extracto etandlico concentrado, se afiadi6 0.5 mL de NaOH
diluido. Se observa la coloracion formada. Por lo general Azul.

En otro tubo de ensayo se adicion6 1 mL del filtrado y afadir 3 gotas de
algun acido mineral diluido (HCI 6 H2SO4 al 10%). Se observo la coloraciéon
formada. Por lo general de Rojo a Anaranjado. Las antocianinas se

reconocen por producir diferentes color es a diferentes pH®“®).

Determinacion de aminoacidos

Ensayo de Ninhidrina: En 1ml de extracto etandlico concentrado, se adicion6
1mL de ninhidrina. Se calent6 hasta ebullicion por 1min. Se dejé enfriar y se
observa una coloracion violeta o azul violeta, que determina positiva la

prueba®?),
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3.6.4.3Cromatografia en capa fina analitica

e Muestra: extracto concentrado de Brassica oleracea var.capitata L. (col
morada).

e Fase movil: n-butanol: acido acético: agua (4:1:5)“6).

e Fase estacionaria: placa cromatogréafica de Silica gel 60F 10 cm x 10 cm

e Estandar: Se utilizé a la Quercetina la cual fue diluida en etanol (0.59 :
2mL).

e Visualizacion: luz UV (luz ultravioleta ) 254 nm“6),

e Procedimiento: en un tubo de diluyé 30mg del extracto concentrado de
la muestra en 30mL de metanol. Seguidamente, se procedié a sembrar la
muestra problema en la placa cromatografica en dos puntos
equidistantes de 5uL(microlitros) cada una, mediante el uso de capilares.
Se coloco la placa cromatografica en la cuba donde esta la fase
movil(disolventes) y se dejéo que recorra la distancia del sistema
estacionario. Una vez que la fase movil recorrié cierta distancia en la
silica, se retir6 de la cuba y se dejo secar, después se procedi6 a
revelarlo en la camara Uv para observar el recorrido del estandar con las
muestra problema y se calculé el Rf (factor de retencion) de las

muestras®9, Anexo N°8
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3.6.5 Andlisis Microbiolégico

3.6.5.1 Obtencion de concentraciones al 50% y 100%
Se procedio a realizar las diluciones antes de desarrollar el método Kirby
Bauer. Para realizar las diluciones a partir del extracto hidroalcéholico, se

uso alcohol 96° y dichas diluciones se realizaron de la siguiente forma:
Concentracion al 100%:

e Brassica oleracea var.capitata L.(col morada): Se considerd el
extracto etanolico al 100% al extracto concentrado, se coloc6é 5mL del

extracto en un vial de vidrio.
Concentracién al 50% :

e Brassica oleracea var.capitata L. (col morada): Se considero el
extracto etanolico al 50% al extracto obtenido de la maceracion

100mL (50 mL de col morada + 50mL de agua destilada).

3.6.5.2 Método Kirby Bauer
Las muestras de la bacteria Shigella flexneri fueron obtenidas del laboratorio
microbioldgico de la Universidad Mayor de San Marcos de la ciudad de Lima,
las cuales se encontraban en placas petri; posteriormente, se dividieron en
dos grupos para evaluar el efecto antibacteriano de la especie vegetal

estudiada.
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Tabla N° 6: Distribucion de muestras para el estudio microbiologico

placas petri con Shigella flexneri

EXTRACTO ETANOLICO DE

v

v

GRUPOS | Brassica oleracea var.capitata CONTROLES
L. (col morada)
Concentracion | Concentracion Positivo Negativo
al 50%* al 100%* (Gentamicina)* | (Alcohol Etilico
96°C)*
) v v v
2

v

(*) tres repeticiones

Fuente: Elaboracion propia, 2018
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Preparacién del agar Muller Hinton

Se considero las instrucciones del fabricante para suspender el agar Mueller
- Hinton en agua destilada. Se autoclavé el agar a 121°C y 15 Ib/pg? durante
15 minutos. Transcurrido el tiempo programado, se dejo enfriar en bafio
maria de 45 a 50°C, y se obtuvo la temperatura adecuada. Se verti6 el
preparado fresco a placas petri estériles, dandole un fondo uniforme de 4
mm aproximadamente (correspondiendo de 25-30mL para placas de 100
mm de diametro). Seguidamente, se procedié a dejar enfriar a temperatura
ambiente el medio de agar. El pH adecuado fue entre 7,2 - 7,4 para este
medio (para medir el pH se puede sumergir el bulbo del electrodo del

potenciometro en el agar antes de autoclavar).
Preparacion del inoculo

De un primer tubo de ensayo, que contenia colonias puras de la bacteria
Shigella flexneri, se utilizé una cierta cantidad de estas y fueron diluidas en
un segundo tubo de ensayo, el cual contenia 10mL de suero fisioldgico
(cloruro de sodio 0.9%) de forma que la solucion obtenida tenga una turbidez
muy semejante al primer tubo de la escala de MacFarland (escala
turbidimétrica que se fundamenta en una serie de tubos con turbidez
creciente segun una escala de 0.5 a 10, que posibilita encontrar la
concentracion aproximada de la poblacion bacteriana en una muestra) el
cual pertenece a una concentracion de 3x108 UFC/mL®Y. De esta dltima
solucién, se realiz6 una diluciéon de 1 en 3, por lo cual, de esta solucion
preparada, se tomé 3mL y fue diluido en un volumen total de 9mL con suero
fisiolégico en un tubo de ensayo con tapa rosca. La solucion obtenida tuvo
1x108ufc/mL de concentracion, por ello, fue la concentracion de trabajo para

el in6culo.

46



Inoculacién de las placas

Se agreg6 100uL del inoculo bacteriano obtenido (1x108ufc/mL) a cada una
de las placas, al esparcir el inoculo con la espatula de Drigalsky. Se
consigui6é un crecimiento homogéneo, se deslizé el asa en la placa petri de
manera paralela cubriendo toda la superficie de esta. En seguida, se rehizo
la técnica rotando la placa sesenta grados en dos ocasiones mas. El
procedimiento se realizdO con extremo cuidado al sembrar las placas de
borde a borde para evitar complicaciones en la realizacién de las lecturas.
Finalmente, se dej6 secar en un intervalo de tiempo de 3 a 5 minutos antes

de la formacién de los pocillos.
Preparacién del control positivo ( Gentamicina estandar)

Se elabor6 una solucion de Gentamicina 0.25mg/mL diluyendo 12.5mg de

Gentamicina Estandar en 50mL de alcohol etilico.

Formacion de pocillos y aplicacion de la muestra en las placas

inoculadas

Para realizar la formacién de los pocillos, se utilizé6 un sacabocados, el que
se esterilizd6 con alcohol y se pasé en un mechero. Posteriormente, se
formaron los pocillos, se hicieron tres por cada placa petri. Los pocillos
estuvieron distribuidos cada uno a 15mm del borde de la placa, de esta

manera se evitd la superposicion de los halos de inhibicion.

Posteriormente a la formacién de los pocillos, se colocd la muestra, se
distribuyé una concentracion por cada placa. A cada pocillo se le agregé 40
ML de la dilucién (concentracion al 50% y 100%) de la muestra. Finalmente,

las placas se colocaron en la incubadora a 35-37°C durante 24 horas.
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Interpretacion de resultados

Transcurridas las 24 horas de incubacion, las placas fueron observadas. Las
areas de inhibicién (halos) obtenidas tuvieron formas similarmente circulares
en una capa homogénea del incremento bacteriano. Las zonas de inhibicion
(halos) fueron medidas en milimetros (mm). Se calculé el diametro del halo.
Se uso vernier para realizar la medicion. Luego que se obtuvieron los valores
por triplicado de las mediciones, se promediaron y compararon con los
valores de los halos de inhibiciébn producidos por el control positivo

(Gentamicina) y control negativo(alcohol 96°). Anexo N°9

3.7. Técnicas para el procesamiento de datos

Se interpretaron los resultados obtenidos del estudio segun los objetivos e
hipotesis planteadas, se midié y compar6 los diametros de los halos de
inhibicion, entre los grupos de diferentes concentraciones (50% y 100%) del
extracto etandlico de Brassica oleracea var.capitata L. (col morada). El
andlisis estadistico se realiz6 con Software SPSS v22 para Windows, con el
gue se ejecutd los siguientes procedimientos estadisticos de analisis:
ANOVA oneway la prueba de Tukey, en los cuales se considerard un

margen de error estadistico de 5%.
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS

4.1. Presentacion de Resultados

4.1.1 Prueba de solubilidad

Tabla N°7: Prueba de Solubilidad del extracto etandlico de Brassica oleracea

var.capitata L.

PRUEBA DE SOLUBILIDAD

SOLVENTE RESULTADOS
Cloroformo -
Metanol +
Etanol +++
Dimetilsulféxido (DMSO) +++
Agua destilada 44+

Leyenda: (+++) Muy soluble, (++)poco soluble, (+) parcialmente soluble, (-) negativo

En la Tabla N°7 muestra la solubilidad del extracto etandlico de Brassica

oleracea var.capitata L. (col morada), ante solventes de diferentes polaridades,

obteniéndose como resultado que la muestra problema es muy soluble en

etanol, agua destilada y DMSO(Dimetilsulfoxido), parcialmente soluble en

metanol y negativo en cloroformo. Se realiz6 tres repeticiones consecutivas por

cada solvente utilizado en la prueba.
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4.1.2 Marcha fitoquimica

Tabla N°8: Resultados de la marcha fitoquimica del extracto etandlico de Brassica

oleracea var.capitata L. (col morada)

MARCHA FITOQUIMICA

METABOLITOS PRIMARIOS REACCION RESULTADOS
Determinacién de azucares Prueba de Fehling +
reductores
Determinacion de aminoacidos Ensayo de Ninhidrina +++
METABOLITOS SECUNDARIOS REACCION RESULTADOS
Flavonoides Reaccién de Shinoda Sisiss
Compuestos fendlicos y Reactivo FeCI3 al 5% +++
taninos
Reaccion de Dragendorff +
Determinacion de alcaloides Reaccion de Mayer +
Reaccion de Wagner 1
Determinacion de lactonas Reaccion de Baljet -
insaturadas
Determinacién de nucleo Reaccién de Kedde -
esteroidal o triterpenoide
Reaccioén de Liebermann- ++
Burchard
Determinacidn de saponinas Generacion de espuma (agua -
destilada + agitacion)
Determinacidn de antocianinas HCI +++

Leyenda: (+++)Abundante, (++)Moderado, (+)poco, (-) negativo
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4.1.3 Cromatografia en capa fina analitica

Tabla N°9: Resultados de la cromatografia en capa fina analitica del extracto

etandlico de Brassica oleracea var. capitata L. (col morada)

Muestra: Principio Activo Fase Movil Revelador Resultado Rf
Flavonoide Estandar: n-butanol: 4cido | luz UV (luz | Mancha verde | 0.31mm
Quercetina aceético: agua ultravioleta ) oscura
Extracto etandlico (4:1:5) 254 nm Mancha azul | 0.28mm
Brassica oleracea var. verdosa
capitata L. (col morada). oscura

Calculo del Rf(factor de retencion), el factor de retencion es una medida en

donde se calcula la distancia vertical que recorre el metabolito, desde el

punto en que se aplico originalmente en la placa, dividido entre la distancia

recorrida por el disolvente, medida desde el mismo punto de partida®® :

Rf= Distancia recorrida por el soluto desde la linea base

Distancia recorrida por la fase movil

Muestra: Flavonoide Estandar(Quercetina)

Rf =

Muestra: Extracto etandlico Brassica oleracea var. capitata L. (col

morada)

Rf =

1.9

6.1

1.7

6.1

=0.31cm

=0.28cm

El rf de la muestra de extracto etandlico Brassica oleracea var.capitata L.

(col morada), es cercano al rf de la muestra estandar (Flavonoide), por lo

tanto, se deduce que el flavonoide Quercetina, es un metabolito presente en

este vegetal.
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4.1.4 Andlisis Microbioldgico

Para evaluar el efecto antibacteriano del extracto etanélico Brassica oleracea

var.capitata L. (col morada), se tomé en referencia el halo de inhibicién del

control positivo: Gentamicina, segun el Manual de sensibilidad de Instituto
Nacional de Salud (2002) incluyé a este antibidtico dentro del grupo | de

discos de sensibilidad antibidtica a utilizar en el antibiograma para

Enterobacteriaceae, en la cual esta incluida Shigella flexneri®?),

Tabla N°10: Antibiéticos y Diametros Criticos para Enterobacterias

Antimicrobiano

Contenido del

Diametros criticos para Enterobacteriaceae

Disco (Diametro en mm)
Gentamicina 10 pg/mL Resistente Intermedio Sensible
12 13-14 15

Fuente: Sacsaquispe R, et al. Manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad

antimicrobiana por el método de Disco Difusién, Serie de Normas Técnicas N° 30 —Instituto

Nacional de Salud; 200262,

Tabla N°11: Distancias inhibitorias en mm de didmetro de halos en las concentraciones de

los controles y extractos etanélicos al 50% y 100%.

EXTRACTO ETANOLICO DE Brassica oleracea var.capitata L. (col morada)
Control positivo Control Concentraciones
Grupos/ Gentamicina Negativo
N° de 10pg/mL Alcohol Etilico
96° 50% 100%
placa (blanco)
Halos de Inhibicién
(mm)
1 18 6 6 10
2 18 6 6 9
3 19 6 6 9

DE INOCULO 1x108 UFC/mL”

EL TAMANO DE LOS POCILLOS FUE DE 6mm, POR LO TANTO CUANDO SE REPORTA ESTA
IMEDIDA INDICA QUE NO HUBO FORMACION DE HALOS DE INHIBICION. CONCENTRACION
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m Control Positivo Gentamicina
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Figura N°7: Determinacion del efecto antibacteriano del extracto Etandlico Brassica

oleracea var.capitata L. (col morada)

Fuente: Elaboracion propia, 2018

Se realizé la medicién de los halos inhibitorios formados en las placas petri con
el instrumento vernier digital, ademas se utilizaron fichas de recoleccion de

datos durante la investigacion. Anexo N° 10
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4.2 Contrastaciéon de Hipotesis
Hipotesis General
El extracto etandlico de Brassica oleracea var.capitata L. (col morada) posee

efecto antibacteriano sobre cepas de Shigella flexneri, in vitro.

Tabla N°12: Estadisticas descriptivas para los halos de inhibicion obtenidos de cada

concentracion de del extracto etandlico aplicado.

Descriptivos
Diametro de los Halos de inhibicion (mm)

95% del intervalo de
confianza para la media

Desviacion|  Error Limite Limite
N Media | estdndar | estdndar | inferior | superior | Minimo | Maximo

Control positivo Gentamicina 10ug 3| 18.3333| 057735 033333 16.8991| 19.7676] 1800  19.00

Control Negativo Alcohol Etilico 96° 3| 6.0000, 0.00000{ 0.00000{ 6.0000f 6.0000 6.00 6.00

Concentraciones 50% 3| 6.0000, 0.00000{ 0.00000{ 6.0000f 6.0000 6.00 6.00

Concentraciones 100% 3| 9.3333| 057735 0.33333] 7.8991 10.7676 9.00{ 10.00

Total 12| 99167| 528219 152484 6.5605| 132728 6.00  19.00
Leyenda:

e Control Positivo: Gentamicina 10ug.

e Control Negativo: Alcohol 96°.

e Extracto etandlico Brassica oleracea var. capitata L. (col morada) al
50%.

e Extracto etandlico Brassica oleracea var. capitata L. (col morada) al
100%.

N: Numero de muestras (placas petri).

Se observa los valores de limite superior e inferior para cada uno de los
tratamientos, observando que la media o promedio de cada tratamiento se encuentra

dentro de los limites establecidos.

“EL TAMANO DE LOS POCILLOS FUE DE 6mm, POR LO TANTO CUANDO SE REPORTA ESTA
MEDIDA INDICA QUE NO HUBO FORMACION DE HALOS DE INHIBICION. CONCENTRACION
DE INOCULO 1x10% UFC/mL”

54




Tabla N°13: Prueba de LEVENE de los halos de inhibicidn encontrados del extracto

etandlico Brassica oleracea var.capitata L. (col morada) .

Prueba de igualdad de Levene de varianzas de

Halos de inhibicién (mm)

Estadistico de
Levene

dfl

df2

Sig.

10.667

0.004

Dénde:

Ho: Las varianzas de los tratamientos aplicados son homogéneos (P < 0.05)

Hi: Las varianzas de los tratamientos aplicados no son homogéneos (P > 0.05)

Observamos que p < 0.05, se concluye que, las varianzas de los tratamientos

aplicados son homogéneas, aceptando la hipotesis nula, permitiéndonos

deducir los tipos de pruebas estadisticas, en esta investigacion fueron: ANOVA

oneway o de un factor y la prueba de Tukey.
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Tabla N°14: Prueba de ANOVA de los halos de inhibicién encontrados del extracto

etandlico Brassica oleracea var. capitata L. (col morada)

ANOVA
Halos de inhibicién (mm)

Sumade Media

cuadrados gl |cuadratica F Sig.
Entre 305.583 3 101.861 |611.167 | 0.000
grupos
Dentro de 1.333 8 0.167
grupos
Total 306.917 11

Ho: No existe diferencias significativas entre los tratamientos aplicados (P >

0.05)

Hi: Existe diferencias significativas entre los tratamientos aplicados (P < 0.05)

Con el resultado (P < 0.05), se confirma la hipétesis alternativa, es decir, existe

diferencias significativas entre los extractos etandlicos.

56



Tabla N°15: Comparaciones multiples de la Variable dependiente

Variable dependiente:

(1) Control/Concentracion (j)

(1) Control/Concentracién

W N PN PR AW DM ODN

Halos (mm) - HSD Tukey

(0]

Diferencia
de medias
(1)

12,33333"
12,33333

9,00000°
-12,33333"
0.00000
-3,33333"
-12,33333"
0.00000
-3,33333’
-9,00000"
3,33333"
3,33333"

Comparaciones multiples

Error

estandar
0.33333

0.33333
0.33333
0.33333
0.33333
0.33333
0.33333
0.33333
0.33333
0.33333
0.33333
0.33333

Sig.
0.000
0.000
0.000
0.000
1.000
0.000
0.000
1.000
0.000
0.000
0.000
0.000

: Didmetro de

Intervalo de

confianza al 95%

Limite
inferior

11.2659
11.2659
7.9325
-13.4008
-1.0675
-4.4008
-13.4008
-1.0675
-4.4008
-10.0675
2.2659
2.2659

Limite
superior

13.4008
13.4008
10.0675
-11.2659
1.0675
-2.2659
-11.2659
1.0675
-2.2659
-7.9325
4.4008
4.4008

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Leyenda :

e 1 = Control Positivo (Gentamicina 10ug)

e 2 =Control Negativo(Alcohol 96°)

e 3= Extracto Etandlico Brassica oleracea var. capitata L. (col morada) al 50%

e 4= Extracto Etandlico Brassica oleracea var. capitata L. (col morada) al 100%

En el cuadro adjunto, observamos que existen diferencias significativas entre

los tratamientos 1 — 2 — 3. Por ello, se aplicé la prueba de subconjuntos de

Tukey para reconocer las diferencias antes mencionadas.

“EL TAMANO DE LOS POCILLOS FUE DE 6mm, POR LO TANTO CUANDO SE REPORTA
ESTA MEDIDA INDICA QUE NO HUBO FORMACION DE HALOS DE INHIBICION.
CONCENTRACION DE INOCULO 1x10% UFC/mL”
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Tabla N°16: Prueba de subconjuntos de Tukey, Didmetro de Halos de inhibicién

Diametro de Halos de inhibicion (mm)

Controles | Subconjunto para alfa = 0.05
. Concentracién N 1 2 3

Control Negativo

Alcohol Etilico 3 6.0000
9g°

Concentraciones
50%

Concentraciones
100%

Control positivo

Gentamicina 3 18.3333

10ug

Sig. 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias paralos grupos en los subconjuntos homogéneos

3 6.0000

3 93333

Utiliza el tamafo de la muestra de la media arménica = 3.000

Se observa que todas las medias de los tratamientos aplicados son distintos
(se observa en forma de escalonada), siendo el extracto etandlico Brassica
oleracea var.capitata L. (col morada) al 100% de concentracion, el que

presenté ligero efecto antibacteriano.

“EL TAMARNO DE LOS POCILLOS FUE DE 6mm, POR LO TANTO CUANDO SE REPORTA ESTA
MEDIDA INDICA QUE NO HUBO FORMACION DE HALOS DE INHIBICION. CONCENTRACION
DE INOCULO 1x10% UFC/mL”
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Hipotesis especifica (N°1)

Ho: El extracto etandlico de Brassica oleracea var.capitata L.(col morada) no

tiene presencia de diversos tipos de metabolitos.

Hi: El extracto etandlico de Brassica oleracea var.capitata L.(col morada) tiene

presencia de diversos tipos de metabolitos.

Como se observa en la Tabla N°8, el extracto etanolico de Brassica oleracea
var.capitata L. (col morada) presenté un moderado contenido de metabolitos,
distribuidos segun precipitaciéon formada. Se hall6 abundante presencia de
flavonoides, compuestos fendlicos, taninos, antocianinas y aminoacidos; de
moderada presencia en compuestos de nucleo esteroidal o triterpenoide, de
poca presencia en alcaloides y azucares reductores y de nula presencia de
lactonas insaturadas y saponinas. Por lo tanto, se afirma que el extracto
etandlico de Brassica oleracea var.capitata L.(col morada) tiene presencia de

diversos tipos de metabolitos.
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Hipotesis especifica (N°2)

Ho: Las diferentes concentraciones del extracto etandélico de Brassica oleracea
var.capitata L.(col morada) no influyen positivamente en el efecto

antibacteriano en cepas de Shigella flexneri, in vitro.

Hi: Las diferentes concentraciones del extracto etandlico de Brassica oleracea
var.capitata L.(col morada) influyen positivamente en el efecto antibacteriano

en cepas de Shigella flexneri, in vitro.

Segun concentraciéon del extracto etandlico de Brassica oleracea

var.capitata L.(col morada):

Ho: La concentracién del extracto etandlico de Brassica oleracea var.capitata
L.(col morada) al 50% no influye positivamente en el efecto antibacteriano en

cepas de Shigella flexneri, in vitro.

Hi: La concentracién del extracto etandlico de Brassica oleracea var.capitata
L.(col morada) al 50% influye positivamente en el efecto antibacteriano en

cepas de Shigella flexneri, in vitro.

Tabla N°17: Estadisticas de muestra Unica N°1

Media de
Desviacion eIror
Control/ Concentracion N Media estandar estandar
Concentraciones 50%  Halos de inhibicion (mm) 36,0000 00000° 00000
Concentraciones 100%  Halos de inhibicion (mm) 3 03333 BT735 33333

a.1n0 se puede calcular porque a desviacion estandar es 0.

Al aplicar la concentracion a 50% no se observaron cambios en los halos de
inhibicion. En el resultado de los estadisticos descriptivos no se observan datos
para el contraste de la hipotesis. Por o que no se puede rechazar la hipétesis

nula.
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Ho: La concentracion del extracto etandlico de Brassica oleracea var.capitata
L.(col morada) al 100% no influye positivamente en el efecto antibacteriano en

cepas de Shigella flexneri, in vitro.

Hi: La concentracion del extracto etandlico de Brassica oleracea var.capitata
L.(col morada) al 100% influye positivamente en el efecto antibacteriano en

cepas de Shigella flexneri, in vitro.

Tabla N°18: Estadisticas de muestra Unica N°2

Prueba de muestra dnica’

Valor de prueha=0

05% de intervalo de confianza

Diferencia de de a diferencia

0l 9i0. (bilateral) medias Inferior Superior

Control/ Concentracion t
Goncentraciones 100%  Halos de inhibicion (mm) 28,000 2 001 9,33333 78991 10,7676
a.No s han calculado estadisticas para uno o mas archivos segmentados.

El p_valor obtenido es 0.001 que es menor que el nivel de significancia 0.05
por lo tanto se rechaza la hipotesis nula. Por ello, se pudo afirmar que La
concentracion del extracto etandlico de Brassica oleracea var.capitata L.(col
morada) al 100% influye positivamente en el efecto antibacteriano en cepas de

Shigella flexneri, in vitro.

Se afirma la hipétesis alternativa, las diferentes concentraciones del extracto
etandlico de Brassica oleracea var.capitata L.(col morada) influyen
positivamente en el efecto antibacteriano en cepas de Shigella flexneri, in vitro;

especificamente la concentracion del extracto etandlico al 100%.
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Hipotesis especifica (N°3)

Ho: El extracto etandlico de Brassica oleracea var.capitata L.(col morada) tiene
menor efecto antibacteriano comparado con Gentamicina 10ug/mL sobre cepas
Shigella flexneri, in vitro.

Hi: El extracto etanolico de Brassica oleracea var.capitata L.(col morada) tiene
mayor efecto antibacteriano comparado con Gentamicina 10ug/mL sobre cepas

Shigella flexneri, in vitro.

Segun se mostré en la tabla N°11 (Distancias inhibitorias en mm de diametro
de halos en las concentraciones de los controles y extractos etandlicos al 50%
y 100%) el halo de inhibicion del extracto de Brassica oleracea var.capitata
L.(col morada) al 100% present6 un halo de inhibicion de 9.33 mm de promedio
y la concentracién al 50% no presentd halos de inhibicion (6 mm tamafo del
pocillo), a comparacion de la Gentamicina 10ug/mL que presentd halos de
inhibicion superiores con promedio de 18.33mm. Asimismo, en la tabla N° 14
(Prueba de ANOVA de los halos de inhibicion encontrados del extracto
etandlico Brassica oleracea var.capitata L.) permitio interpretar que si existen
contrastes significativos entre los tratamientos aplicados comparando la media
de cada uno, al observar el resultado (P < 0.05) se confirmd la hipoétesis
alternativa, es decir, existe diferencias significativas entre los extractos
etandlicos. Posteriormente, en la tabla N°18 (Estadisticas de muestra Unica del
extracto a concentracion al 100%) se mostro estadisticamente que el p_valor
obtenido es 0.001 que es menor que el nivel de significancia 0.05, por lo tanto,
se pudo afirmar que la concentraciébn del extracto etandlico de Brassica
oleracea var.capitata L.(col morada) influyen positivamente en el efecto
antibacteriano en cepas de Shigella flexneri, in vitro; especificamente la
concentracion del extracto etanolico al 100%.Concluyéndose, que se pudo
confirmar la hipdtesis nula: el extracto etandlico de Brassica oleracea
var.capitata L.(col morada) tiene menor efecto antibacteriano comparado con

Gentamicina 10pg/mL sobre cepas Shigella flexneri, in vitro.
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4.3 Discusion de Resultados
En el presente estudio se evalud, el efecto antibacteriano del extracto etandlico
Brassica oleracea var.capitata L. (col morada) frente a cepas bacterianas de
Shigella flexneri, in vitro; mediante el método de Kirby Bauer (difusién en

disco).

Segun Satya M@D, et al. en su “Estudio comparativo del andlisis fitoquimico y la
actividad antimicrobiana in vitro de tres hortalizas importantes de la familia
Brassicaceae”, en donde se incluyé a Brassica oleracea var.capitata (col),
sefala que compuestos fitoquimicos obtenidos de los vegetales de la familia
Brassicaceae pueden actuar como agentes antimicrobianos; asimismo, en su
estudio comprobd la presencia de metabolitos secundarios como carbohidratos,
aminodacidos, taninos, alcaloides, fenoles, terpenoides, quininas, proteinas y
cumarinas, y fueron los flavonoides los de mayor presencia (cualitativamente)
en los extractos etandlicos. Esto coincide con los resultados obtenidos, como
se observa en la Tabla N°8 durante la marcha fitoquimica de esta investigacion,
demostro la mayor existencia de flavonoides, compuestos fendlicos, taninos,
antocianinas y aminodcidos en esta especie. De la misma forma, Suganya D, et
al®® en su investigacion “Analisis antibacteriano y fitoquimico en Brassica
oleracea var. botrytis Linn”, manifiesta que la compleja mezcla de fitoquimicos
en los vegetales de esta especie proporcionan un mayor efecto protector sobre

la salud que los fitoquimicos individualmente.

En la prueba de cromatografia (tabla N°9) en capa fina para flavonoides a 254
nm, se utiliz6 como muestra estandar a la Quercetina, demostrd la presencia
de estos compuestos mediante la comparacion de rf (factor de retencion). La
muestra estandar tuvo un rf de 0.31 cm y la muestra problema (extracto
etandlico) fue de 0.28 cm, esta diferencia minima hizo deducir que la

Quercetina es un metabolito secundario presente en esta especie.

En el Andlisis Microbiolégico para evaluar el efecto antibacteriano in vitro del
extracto etandlico Brassica oleracea var.capitata L. (col morada) en cepas de
Shigella flexneri a concentraciones de 50% y 100% mediante el método Kirby
Bauer, demostro0 mayor efectividad en la concentracion del extracto a 100%.

Esto se dedujo mediante la comparacién de los halos de inhibicion formados
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(figura N°7), donde el promedio de la concentracion al 100% de 9.33 mm vy la
concentracion al 50% un promedio de 6mm; es decir, esta ultima no presentd
efectividad, ambos resultados sefialan que el efecto antibacteriano del extracto
etandlico depende de su concentracion, a mayor concentracion el efecto se
incrementa ligeramente.  En relacion con el control positivo se utilizd
Gentamicina, la cual es un antibidtico incluido en el antibiograma para
Enterobacteriaceae segun el Manual de sensibilidad de Instituto Nacional de
Salud®?, y se obtuvo un promedio de 18.33mm de diametro en los halos de
inhibicién, mientras el control negativo (alcohol 96°) mostré un promedio de

6mm; en consecuencia, no poseia ningun efecto sobre la bacteria.

En la tabla N° 13 se muestra la prueba de homogeneidad de varianzas (prueba
de Levene), nos permite determinar si las varianzas de cada tratamiento
(concentracion) aplicado son iguales o distintos estadisticamente, depende de
ello para determinar el tipo de prueba estadistica inferencial a ser aplicado. Se
mostroé que p(0,004) < 0.05, se concluye que las varianzas de los tratamientos
aplicados son homogéneas, aceptando la hipotesis nula. Este resultado nos
permitié6 deducir diferentes tipos de pruebas estadisticas, en esta investigacion

fueron: ANOVA oneway o de un factor y la prueba de Tukey.

El analisis de variancia (ANOVA) fue el disefio estadistico que se utilizd y
permiti6 determinar las diferencias estadisticas significativas entre los
promedios de los halos de inhibicion del extracto etandlico Brassica oleracea
var.capitata L. (col morada) en los todos los grupos de andlisis, con un nivel de
confianza (p < 0.05). Asimismo, se incluy6 la prueba HSD de Tukey, que
permitié6 contrastar las diferencias entre los grupos de estudio en base a los
promedios del didmetro de los halos de inhibicibn resultantes en la

investigacion.

La prueba ANOVA One Way (Tabla N°14) permitid interpretar que si existen
contrastes significativos entre los tratamientos aplicados comparando la media
de cada uno. Al observar el resultado P(0.000) < 0.05, se confirma la hipotesis
alternativa, es decir, existe diferencias significativas entre los extractos

etandlicos. Para determinar que estas medias son estadisticamente diferentes
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se aplica pruebas POST HOC, esta investigacion empleé la prueba de Tukey.
La prueba de Tukey realizada permitio realizar comparaciones mdltiples y
ademas determiné cuales fueron las medias son estadisticamente
heterogéneas. En la tabla N°15, observamos que existen diferencias
significativas entre los tratamientos 1 — 2 — 3. Por ello, se aplicé la prueba de
subconjuntos de Tukey para reconocer las diferencias antes mencionadas. En
la tabla N°16(Prueba de subconjuntos de Tukey), se observa que todas las
medias de los tratamientos aplicados son distintos (en forma de escalonada),
siendo el extracto etandlico Brassica oleracea var.capitata L. (col morada) al
100% de concentracion, el que presento ligero efecto antibacteriano. Asimismo,
segun se mostro en la tabla N°11 (Distancias inhibitorias en mm de diametro de
halos en las concentraciones de los controles y extractos etandlicos al 50% y
100%) el halo de inhibicion del extracto de Brassica oleracea var.capitata L.(col
morada) al 100% present6 un halo de inhibicién ligero de 9.33 mm de promedio
y la concentracion al 50% no presentd halos de inhibicién (6 mm tamafio del
pocillo), a comparacion de la Gentamicina 10ug/mL que presentdé halos de
inhibicion superiores con promedio de 18.33mm y en la tabla N°18
(Estadisticas de muestra Unica del extracto a concentracion al 100%) se mostro
estadisticamente que el p(0.001) que es menor que el nivel de significancia
0.05, por lo tanto, se pudo afirmar que la concentracion del extracto etandlico
de Brassica oleracea var.capitata L. (col morada) al 100% influye positivamente

en el efecto antibacteriano en cepas de Shigella flexneri, in vitro.

Pacheco-Cano R, et al®, en su investigacion “Extractos crudos de brocoli
(Brassica oleracea var.italica) con efecto de actividad inhibitoria contra
bacterias y levaduras patdégenas de importancia en salud humana y hongos
fitopatogenos”, demostré que Brassica oleracea var.italica (género al cual
pertenece la col morada también) posee efecto inhibitorio contra bacterias
Gram-negativas en las que incluy6 a Shigella flexneri; Por otro lado, Ayshwarya
M, et al 3 en su estudio “Actividad antimicrobiana de los extractos vegetales
de Brassica oleracea var.capitata rubra”, investigd el potencial efecto
antibacteriano de este vegetal mediante el método de difusion de disco contra

bacterias Gram positivas (Micrococcus sp., Bacillus subtilis, Lactococcus lactis,
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Staphylococcus aureus) y Gram negativas (Proteus vulgaris, Serratia
marsecens, Pseudomonas aeruginosa), en el cual realizo extracciones con
diferentes solventes como etanol, metanol, acetona, cloroformo y agua. El
extracto metandlico y etandlico fueron los que mostraron un mayor efecto
antibacteriano sobre el crecimiento de todos los microorganismos en

comparacion con los demas extractos.

Segln la escala de Duraffourd®, indica valores de sensibilidad segun el
tamafo del diametro formado por los halos inhibicion formados: sensibilidad
nula £ 8 mm, sensibilidad limite 9 -14 mm, sensibilidad media 15 — 19 mm ,
sumamente sensible = 20 mm; segun los resultados obtenidos(tabla N°11), el
extracto etandlico de Brassica oleracea var.capitata L.(col morada) al 100%
presentd una sensibilidad limite al tener un promedio de halos de 9.33mm y
Gentamicina 10ug/mL se presentdé sumamente sensible al tener un promedio
de halos de 18.33mm, deduciéndose que el extracto etandlico de Brassica
oleracea var.capitata L.(col morada) al 100% tiene menor efecto antibacteriano

que Gentamicina 10ug/mL.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

1. El extracto etandlico de Brassica oleracea var.capitata L. (col morada)
presenta la presencia de diversos tipos de metabolitos secundarios:
principalmente flavonoides, compuestos fendlicos, taninos vy
antocianinas.

2. El extracto etandlico de Brassica oleracea var.capitata L. (col morada)
al 100 %, presentd ligera formacion de halos de inhibicién; por lo
tanto, influye positivamente en el efecto antibacteriano en cepas de
Shigella flexneri, in vitro.

3. El extracto etandlico de Brassica oleracea var.capitata L. (col morada)
tiene menor efecto antibacteriano en cepas de Shigella flexneri, in

vitro, en comparacion con Gentamicina 10 pg/mL.
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5.2 Recomendaciones

1. Realizar estudios a mayores concentraciones del extracto etandlico de
Brassica oleracea var.capitata L. (col morada) con la finalizad de garantizar un

mayor efecto antibacteriano.

2. Evaluar el efecto antibacteriano ante bacterias Gram-positivas, y como

antimicético.
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Anexo N°1 Matriz de Consistencia

EFECTO ANTIBACTERIANO, IN VITRO, DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Brassica oleracea var. capitata L.(COL
MORADA) EN CEPAS DE Shigella flexneri

PROBLEMAS OBIJETIVOS HIPOTESIS OPERACIONALIZACION DE VARIABLES METODOLOGIA | INSTRUMENTOS
GENERAL GENERAL GENERAL VARIABLE INDICADORES TIPO Poblacioén:
INDEPENDIENTE -10 pellas de
JEl  extracto etandlico de | Determinar el efecto | El extracto etandlico de Brassica Experimental Brassicg oleracea
Brassica oleracea var.capitata | antibacteriano del extracto | oleracea var.capitata L. (col | Extracto etandlico | -Metabolitos var.capitata L. X
L.(col morada) poseera efecto | etandlico de Brassica | morada) posee efecto | de Brassica | secundarios m2
antibacteriano en cepas de | oleracea var.capitata L.(col | antibacteriano sobre cepas de | oleracea var. | -Concentracion del -Cepas de
Shigella flexneri, in vitro? morada) sobre cepas de | Shigella flexneri, in vitro. capitata L.(Col | extracto al 50 % Shigella flexneri
Shigella flexneri, in vitro. morada) -Concentracion del
extracto al 100%. Muestra:
ESPECIFICOS ESPECIFICOS ESPECIFICOS VARIABLE INDICADORES NIVEL -1,5 Kg de
DEPENDIENTE Brassica oleracea
1.-¢Qué tipos de metabolitos | 1.-Determinar los tipos de | 1.-El extracto  etandlico de var. capitata L
estardn presentes en el | metabolitos presentes en el | Brassica oleracea var.capitata | Efecto Transversal -Plgcas petri_con
extracto etandlico de Brassica | extracto etandlico de | L.(col morada) tiene presencia de | antibacteriano en | -Medida de los S.hl.gella flexneri
oleracea var.capitata L.(col | Brassica oleracea | diversos tipos metabolitos. Shigella flexneri halos de dividas en dos
morada)? var.capitata L.(col morada). inhibicién(inhibicion gg‘;}%‘;sn rac ;f_g“”
de crecimiento) :

unidad de medida 59% y 190%

mm de diametro. Tegnlca. .
2.-¢Como  influiran  las | 2.-Determinar Si las | 2.-Las diferentes concentraciones DISENO -método  Kirby-
diferentes  concentraciones | diferentes concentraciones | del extracto etanélico de Brassica Bauer
del extracto etandlico de | del extracto etandlico de | oleracea var.capitata L.(col In_s,trumentos
Brassica oleracea var.capitata | Brassica oleracea | morada) influyen positivamente en Cuasiexperimen -Ficha d_e'

. . ) p recoleccion de
L.(col morada) en el efecto | var.capitata L.(col morada) | el efecto antibacteriano en cepas tal datos
antibacteriano en cepas de | influyen positivamente en el | de Shigella flexneri, in vitro. Inst o d
Shigella flexneri, in vitro? efecto antibacteriano en ﬁlsdir;g]:gg e

cepas de Shigella flexneri, in
vitro.

3.-¢Cual serd el efecto
antibacteriano del extracto
etandlico de Brassica
oleracea var.capitata L.(col
morada) comparado con
Gentamicina  10pg/mL  en
cepas de Shigella flexneri, in
vitro?

3.-Comparar el efecto
antibacteriano del extracto
etandlico de Brassica
oleracea var.capitata L.(col
morada) con el efecto
antibacteriano de
Gentamicina 10pg/mL sobre
cepas Shigella flexneri, in
vitro.

3.-El extracto etandlico de
Brassica oleracea var.capitata
L.(col morada) tiene mayor efecto
antibacteriano comparado con
Gentamicina  10pg/mL  sobre
cepas Shigella flexneri, in vitro.

precision vernier
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Anexo N° 2 Certificacién Taxonémica de Brassica oleracea var
(COL MORADA)

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA

M VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
T MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio del Didlogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA N°177-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 muestra vegetal (repollo) recibida de Alexandra Estefany CRUZAT CAMPOS, estudiante
de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega, Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica
Nutriciéon, ha sido estudiada y clasificada como: Brassica oleracea var. capitata L., y tiene
la siguiente posicién taxondmica, segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988).
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: DILLENIIDAE
ORDEN: CAPPARALES
FAMILIA: BRASSICACEAE
GENERO: Brassica

ESPECIE: Brassica oleracea var. capitata L.,

Nombre vulgar: “col morada”
Determinado por: Blgo. Mario Benavente Palacios

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que

considere conveniente.

Lima, 22 de mayo de 2018

§
e
. ASUNCYON CANO-EC RIA

EL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

ACE/ddb
Av. Arenales 1256, Jesiis Maria Teléfono: E-mail: museohn@unmsm.edu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Perii 619-7000 anexo 5701, 5703, 5704 http:/fmuseohn.unmsm.edu.pe

. capitata L.
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Anexo N° 3 Protocolo de Analisis de Brassica oleracea var. capitata L.
(COL MORADA) - UNMSM

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perid, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00376-CPF-2018

ORDEN DE ANALISIS - 04993/2018
SOLICITADO POR : ALEXANDRA CRUZAT CAMPOS
MUESTRA :COL
NUMERO DE LOTE 2o
CANTIDAD : 01 frasco x 10mL
FECHA DE RECEPCION : 24 de Julio del 2018
FECHA DE FABRICACION o
FECHA DE VENCIMIENTO v
Microorganismo | DIAMETROS DE INHIBICION EN MILIMETROS
Gentamicina Blanco Col Col 50%
100% :

Shigella flexneri 18 6 10 6

18 6 9 6

19 6 6

.*El tamafio de los pocillos es de 6mm, por lo tanto cuando se reporta esta medida indica
que no hubo formacion de halo de inhibicion:
*Concentracion del indeulo: 1x10® UFC/mL

Lima, 17 de Agosto del 2018

"70

&
«*2

og
soaseW

Director del Centro de Control Analitico

0, DEL ALIMENTO Y DEL TOXICO”

BUREAU VERITAS
Certification
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Anexo N° 4 Obtencion del Material Vegetal

!
|
#

RAN MERCADO
= MAYORISTA DELIMA ™5

I\fv Ty

Figura N° 8: Obtencion de la muestra de Brassica oleracea var.capitata L. (col
morada), Gran Mercado Mayorista de Santa Anita, distrito de Santa Anita en la

region de Lima.
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Anexo N° 5 Obtencion del Extracto Etanélico

Figura N° 9: Seleccion, molienda y pesado

de la muestra vegetal
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Figura N°10: Maceracion, filtrado por bomba al vacio, secado en estufa y

almacenamiento( en un vial de vidrio).
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Anexo N° 6 Prueba de solubilidad

Figura N°11: Prueba de solubilidad
(1) Etanol

(2) Metanol

(3) Cloroformo

(4) Agua Destilada

(5) Dimetilsulféxido /DMSO

(6) Muestra /Extracto
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Anexo N°7 Marcha fitoquimica

_______________

Reaccion
de FeCI3 !

___________________

Reaccion de
Shinoda

Reaccién de
Dragendorff



Ensayo de
Ninhidrina
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Anexo N°8 Cromatografia en capa fina analitica

Figura N°12: Fase movil n-butanol: &cido acético: agua (4:1:5) y fase
estacionaria (placa cromatografica de Silica gel 60F 10 cm x 10 cm) de la

cromatografia en capa fina analitica
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<o I\* <o I\* .{: I\* .{: I\*
—==1 e——my ===l _————- Fr===1 === PR _————-
Estandar : ! 1 Muestra: Col Lo Estandar : ! 1 Muestra: Col !
. 1 1 . 1
Quercetina 1 1 morada 11 Quercetina ! 1 morada 1
1

5

¥ {
B
) 61

Rf estandar: 1.9/6.1 = 0.31

Rf Col Morada: 1.7/6.1 =0.28

Conclusion: Positivo para flavonoides

19em

Figura N°13: Visualizacion en la camara Uv 254 nm, para observar el recorrido
del estandar con las muestra problema y se calculé el Rf (factor de retencion)

de las muestras.
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Anexo N°9 Analisis Microbiolégico

Figura N°14: Los halos de inhibicién en concentracion del extracto al 100%: Disco
N° 1 (10 mm), Disco N° 2 (9mm) y Disco N° 3 (9mm).

Figura N°15: Los halos de inhibicién en concentracién del extracto al 50%: Disco N°
1 (6mm), Disco N° 2 (6mm) y Disco N° 3 (6mm).
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Anexo N°10 Ficha de Recoleccién de Datos

Instrumento de recoleccion de datos :

“EFECTO ANTIBACTERIANO, IN VITRO, DEL EXTRACTO ETANOLICO
DE Brassica oleracea var.capitata L. (COL MORADA) EN CEPAS DE Shigella

flexneri”

EXTRACTO ETANOLICO DE Brassica oleracea var.capitata L. (COL

MORADA)
Control Control Concentraciones
Grupos positivo Negativo
/ Gentamicina | Alcohol Etilico 0
N° de 10ug 96° 50% 100%
placa (blanco)
Halos de Inhibicion
(mm)
1
2
3

El tamafio de los pocillos es de 6mm, por lo tanto cuando se reporta esta medida
indica que no hubo formacion de halo de inhibicion.

Concentracion de inoculo 1x108 UFC (unidades formadoras de Colonias)/mL.
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EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO

ETANOLICO DE BRASSICA OLERACEA VAR. CAPITATA L.

(COL MORADA) EN CEPAS DE SHIGELLA FLEXNERI

INFORME OE ORIGINALIDAD

19. 16+ 4 84,
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