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RESUMEN

Las plantas han sido utilizadas tradicionalmente con fines medicinales y son un recurso
valioso para encontrar nuevas moléculas con actividad farmacolégica ante afecciones
de origen microbiologico, especialmente de tipo bacteriana y que actualmente
constituyen un problema de salud publica, principalmente por la resistencia adquirida de
los microorganismos a los farmacos usados en su tratamiento habitual y otros factores
gue contribuyen al surgimiento de cepas resistentes. El objetivo del presente estudio fue
la evaluacion in-vitro de la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de las
plantas Uncaria tomentosa (ufia de gato), Piper aduncum (matico), y Artemisa
absinthium (ajenjo) frente a la cepa de Escherichia coli (E coli) ATCC 25922. Los
extractos vegetales fueron obtenidos mediante el método de maceracion, usando como
solvente el etanol al 96%; se identificaron los principales metabolitos secundarios
presentes en los extractos obtenidos mediante reacciones cualitativas especificas para
confirmar la presencia de dichos compuestos y posteriormente se evalué la actividad
antibacteriana mediante el método de microdilucion en placa estandarizado por: Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) M100 29" ed., para determinar la
concentracion minima inhibitoria (MIC) de los extractos alcohdlicos frente a E. coli. El
estudio fue de tipo exploratorio y experimental, obteniéndose los siguientes resultados:
Uncaria tomentosa present6 una concentracion minima inhibitoria (CMI) a los 625 pg/ml,
mientras que para el caso de Artemisia absinthium y Piper aduncum no se evidencié
efecto bactericida, sin embargo, se observé una disminucion leve en el crecimiento
bacteriano, por lo que podria sugerirse que estas plantas poseen un efecto

bacteriostatico.

Palabras claves: Actividad antibacteriana. Microdilucion. E. coli. Maceracion.

tamizaje fitoquimico. Uncaria tomentosa. Piper aduncum. Artemisa absinthium.
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ABSTRACT

The plants have been used traditionally for medicinal purposes and could constitute a
valuable resource to find new molecules with pharmacological activity in the face of
conditions of microbiological origin, especially with the bacterial type. Those that
currently constitute a public health problem, mainly due to the resistance acquired from
microorganisms to the drugs used in their usual treatment and other factors that
contribute to the emergence of resistant bacteria. The purpose of this research was the
in-vitro evaluation of the antibacterial activity of ethanol extracts of ethanol plants of
Uncaria tomentosa (cat's claw), Piper aduncum (matico), and Artemisa absinthium
(wormwood) against the strain of E Coli ATCC 25922. The plant extracts were obtained
through the maceration method using 96% ethanol as a solvent. The main functional
groups present in the extracts obtained were identified by specific qualitative reactions
to confirm the species and subsequently, the antibacterial activity was evaluated by the
method of microdilution on the plate standardized by Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) M100 29 to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of
alcoholic extracts against E. coli. The research was exploratory and experimental. It
shows the following results: Uncaria tomentosa had a minimum inhibitory concentration
(MIC) at 625 pg/ml, while the case of Artemisia absinthium and Piper aduncum no
bactericidal effect was observed; however, a slight decrease was observed in bacterial

growth so it could arise to hurt that these plants have a bacteriostatic effect.

Keywords: Antibacterial activity. Microdilution. E. coli. Maceration.
phytochemical screening. Uncaria tomentosa. Piper aduncum. Artemisa

absinthium.
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INTRODUCCION

Desde la antigliedad el ser humano ha utilizado las plantas para fines tanto medicinales,
alimenticios y cosméticos. Actualmente algunas plantas son de uso etnofarmacolégico,
ya que son fuente de informacién para el descubrimiento de sustancias con posible
actividad biolégica (Rios, 2008). Algunas enfermedades infecciosas se producen en
respuesta a cambios ecoldgicos globales, incluyendo aquellas que son consecuencia
del desarrollo de las comunidades y uso de la tierra, el comportamiento humano
irracional, viajes, comercio internacional, el desarrollo tecnolégico e industrial, cambios
y adaptaciones bacterianas y a las crisis en las medidas de higiene y saneamiento

ambiental (Castillo Pereira, et al, 2017).

Estos cambios y adaptaciones bacterianas han generado resistencia a los antibioticos
habituales en algunas cepas bacterianas como E. coli, Staphylococcus aureus (S.
aureus), Pseudomona aeruginosa (P. aeruginosa), etc; las cuales segun estudios
clinicos recopilados tienen facilidad de adquirir mecanismos que inactivan a los
antibioticos, por lo cual es considerado un problema de salud a nivel mundial. En la
actualidad se observa un incremento marcado de la resistencia de muchas bacterias a
la mayoria de antibiéticos habitualmente utilizados, incluyendo los de amplio espectro,
gque existen en el mercado; y la aparicion de bacterias multirresistentes asi que se prevé
que para el afio 2050, estos microorganismos provoguen mas muertes que cualquier
otra enfermedad existente por lo que se han buscado alternativas terapéuticas efectivas,

accesibles y seguras para su control (Lazaro, et al, 2006).

El Ecuador, al ser un pais mega-biodiverso y de gran variedad climatica, presenta
abundantes especies de flora con propiedades antibacterianas, pero al no existir
estudios adecuados sobre dichos beneficios, son usadas de una manera incorrecta, por
lo que se ha propiciado la investigacion de nuevas moléculas con propiedades
antibacterianas, representando una valiosa herramienta terapéutica en la medicina
tradicional, a tal punto, que ha sido de interés para muchos investigadores (Gallegos,
2016). Sin embargo, estas propiedades antibacterianas aln no han sido estudiadas
correctamente frente a los agentes etiologicos de las infecciones més frecuentes, como
en el caso de E. coli que al ser parte de la microbiota humanay en el ecosistema, rompe
el equilibrio microbiol6gico en condiciones favorables volviéndose patégeno y
provocando una elevada tasa de morbilidad, por esta razén los productos como las
plantas objeto de este estudio son una excelente opcién de investigacion como posibles
fuentes primarias de tratamientos alternativos (Fuentes, et al, 2018).

Jonnathan Paul Guayas Guaman
Patricio Israel Lazo Burga
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Actualmente los métodos para determinar las propiedades antibacterianas permiten
observar la eficacia o ineficacia de una planta frente a un patégeno, ademas de ayudar
a identificar las estructuras vegetales que presentan dichos efectos farmacolégicos. En
el presente estudio se ha empleado la técnica de microdilucion en placa estandarizada
por la Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), documento M100 291 ed;
proporcionando una mayor sensibilidad, rapidez y reproducibilidad en sus resultados,
dando una metodologia ideal para el estudio de las propiedades medicinales de las
plantas como inhibidoras del crecimiento bacteriano.
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JUSTIFICACION

Escherichia coli es uno de los patégenos de mayor interés clinico, ya que,
al ser un agente etiolégico encontrado en infecciones bacterianas
frecuentes, ademas de poseer la capacidad para desarrollar resistencia
frente a algunos farmacos usados en su tratamiento, constituye un
problema de salud publica a nivel mundial, (Maya, 2016). Esta investigacién
analiza el potencial efecto antibacteriano de los extractos alcohdlicos de
Uncaria tomentosa, Piper aduncum, Artemisa absinthium, para determinar y
establecer la concentracion minima inhibitoria frente a E. coli cepa ATCC
25922, por el método de microdilucion en caldo que al ser una técnica
estandarizada por un organismo internacional permite optimizar tiempo y

recursos tanto humanos como materiales.
OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar in vitro la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de las plantas de
Uncaria tomentosa; Piper aduncum; Artemisa absinthium frente a E coli ATCC 25922

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Realizar la extraccién de principios activos de Uncaria tomentosa; Piper aduncum;

Artemisa absinthium por el método de maceracion usando como solvente etanol 96%

Identificar los principales metabolitos secundarios presentes en los extractos vegetales

usando reacciones cualitativas especificas
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1.1 Uncaria tomentosa

Imagen 1. Uncaria tomentosa.

Fuente: Los autores.

La descripcién taxondmica de Uncaria tomentosa se detalla en la tabla 1.

Tabla 1. Descripcion taxondmica de Uncaria tomentosa.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Gentianales
Familia Rubiaceae
Genero Uncaria
Especie Tomentosa
Nombre comun Ufia de gato

Fuente: Los autores/ (Obregon, 2004; Dominguez, 2010).
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Uncaria tomentosa se presenta como un arbusto trepador de hasta 20m de altura, posee
tallos en forma cuadrangular, tiene cerca del apice espinas ganchudas, lefiosas y
macizas de 2cm de largo que se dirigen hacia abajo, las hojas se presentan de forma
oblonga o eliptica, la inflorescencia se encuentra compuesta por racimos. La corteza
presenta una textura fibrosa, ligeramente pulverulenta de color oro, la cosecha de la
corteza se debe realizar a partir de la edad de 4 afios (Obregén, 2004; Dominguez,
2010; Céardenas, 2004)

Se encuentra en la amazonia ecuatoriana y se pueden identificar al menos 60 especies
del genero Uncaria que se distribuyen principalmente en Colombia, Pera, Bolivia y
Ecuador, presentes en bosques con abundante luz solar a una altura de 400 a 800 m
s.n.m (Obreg6n, 2004; Dominguez, 2010).

En su estructura quimica Uncaria tomentosa presenta metabolitos secundarios como:
compuestos polifendlicos, flavonoides, glucésidos del acido quinovico (triterpenos
polioxigenados), esteroides, compuestos del isopentano, siendo sus componentes con
mayor actividad antimicrobiana los alcaloides que se encuentran como sales de acidos
organicos (especiofilina, uncarina F, mitrafilina, entre otros) y los glucoésidos (Vasquez,
2018; Dominguez, 2010; Cardenas, 2004).

Como propiedades farmacoldgicas presenta: glucosidos del &cido quinovico o
triterpenos polioxigenados cuyas funciones son tanto antiinflamatorias como antivirales

(mayormente a virus de ARN encapsulados) (Obregdn, 2004; Dominguez, 2010).

Rizzi y Cols en el afio 1992 realizaron estudios genotdxicos in vivo e in vitro sobre la
actividad antitumoral, en donde se evidenci6 probable efecto -citotdxico, y
antimutagénico. Los extractos hidroalcohdlicos han presentado efectos antibacterianos
contra S. aureus, E. coli, siendo ineficaz para otras bacterias como Fusobacterium

nucleatum. (Obregd6n, 2004)

1.2 Piper aduncum

Imagen 2. Piper aduncum.
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Fuente: Los autores.

La descripcién taxondmica de Piper aduncum se detalla en la tabla 2.

Tabla 2. Descripcion taxonémica de Piper aduncum.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Piperales
Familia Piperaceae
Genero Piper

Especie Aduncum
Nombre comun Matico

Fuente: Los autores/ (Mendoza, 2019).

Se encuentra en forma de un arbusto perenne que puede alcanzar los 5 metros de
altura. Su tallo tiene constitucién lefiosa, ramificado presentando un color gris palido a
verde, la materia prima a utilizarse son las hojas que presentan una forma alterna y
pecioladas, simples con 5 nervaduras. Inflorescencia axial o terminal en espigas de 15
centimetros con flores pequefias e imperceptibles a la vista. (Mendoza, 2019;
Zuta,2014)
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Su presenta en la sierra ecuatoriana refiriéndose a la especie aduncum, ya que existen
diversas especies por toda la regién andina de América del sur. Crece entre matorrales,
caminos y plantaciones de la regién interandina (Mendoza, 2019; Zuta,2014)

Piper aduncum contiene metabolitos secundarios como flavonoides (la quercetina),
taninos, saponinas, alcaloides, glucésidos, cumarinas, triterpenos, esteroides,
compuestos grasos, fenoles y resinas. Siendo de mayor importancia farmacoldgica los
taninos que se encuentran en una concentracion alrededor del 6% (Mendoza, 2019;
Zuta,2014).

Las hojas preparadas por el método de infusibn son u(tiles para tratar diarrea,
disenterias, nauseas, inflamacion, ulceras, trastornos hemorrdgicos, ademéas de
infecciones bacterianas y fungicas. Estudios realizados por Mendoza M. en el 2019 dice:
“Piper aduncum presenta actividad antibacteriana frente a S. aureus cepa ATCC 25923”.
Diversas propiedades como cicatrizantes y antiulcerantes son atribuidos a la gran
cantidad de taninos presentes en las hojas, ademés de su cantidad de saponinas y el
efecto antioxidante, antisecretor y citoprotector a los flavonoides presentes (Mendoza,
2019).

1.3 Artemisia absinthium

Imagen 3.Artemisia absinthium.

Fuente: Los autores.

La descripcion taxondmica de Artemisia absinthium se detalla en la tabla 3.

Tabla 3. Descripcion taxondmica de Artemisia absinthium.
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Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Genero Artemisa
Especie Absinthium
Nombre comun Ajenjo

Fuente: Los autores/ (Quispe, 2011).

Se encuentra como hierba perene de hasta 1m de altura, cubierta con vellosidades de
color plata, presenta un tallo erecto y ramificado, flores en forma de cabezuela
hemisférica distribuidas a lo largo del tallo, como materia prima se utiliza sus hojas que
presentan caracteristicas como: pinadas, alternas de 5 a 7 cm de largo, divididas en 2

partes triangulares (Quispe, 2011; Valverde, 2015)

Presente en la sierra ecuatoriana, se originé del viejo mundo, pero es cultivada en
ambos hemisferios soportando hasta una altura de 4000 m.s.n.m., su ecosistema 6ptimo

se encuentra en el clima templado (Quispe, 2011; Valverde, 2015).

Artemisa absinthium presenta en su composicion fitoquimica diversos componentes
como son: lactonas sesquiterpénicas o0 monoterpénicas (tuyona, acetato de trans-
sabanilo, entre otros), ademas presenta flavonoides, acidos fenoles (cafeico) y taninos
(Quispe, 2011; Valverde, 2015).

Su principal uso se basa en las propiedades medicinales en afecciones
gastrointestinales (cdlico, diarrea, disenterias, gases), presenta también efectos
antimicrobianos y antiinflamatorios y cicatrizantes. Posee un efecto anti-espasmaodico
del cual son responsables los alcaloides y taninos; a las lactonas sesquiterpénicas se
les atribuye la capacidad antibacteriana y antiinflamatoria (Quispe, 2011; Valverde,
2015).
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1.4 Fitomedicina

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la define como “La aplicaciéon de principios
activos vegetales para el tratamiento de enfermedades, basado en evidencia cientifica”
(OMS, 2014). La fitomedicina ha sentado las bases para la farmacologia y terapéutica
moderna a través de estudios clinicos pertinentes aprobados por la comunidad cientifica
(Andrade, 2017).

En la fitomedicina se combina los conocimientos etnoboténicos ancestrales con los
conocimientos farmacolégicos modernos, de esta forma se consigue el uso racional,
seguro y eficaz de las plantas en la medicina moderna con la aprobacion de la
comunidad cientifica actual. Ademas, es importante mencionar que aproximadamente
el 30% de los farmacos actualmente comercializados mundialmente, son parcial o

totalmente derivados de plantas (Chateauneuf, 2017).

La medicina tradicional, tiene un lugar muy importante en las culturas que habitan los
espacios comprendidos por América Latina y particularmente la Republica del Ecuador,
pese al menosprecio que la poblacion mestiza dominante ha demostrado hacia estas
culturas y sus tradiciones (Ramirez, 2018). Segun datos estadisticos, del total de la
poblacion ecuatoriana, el 43% tuvo alguna clase de problema de salud de los cuales
solo el 37% utiliz un servicio de salud mientras que el 48% opt6 por la auto-medicacion
y se cree que la mayoria de estas personas optaron por el uso de plantas medicinales.
Ademas, la OMS afirma que mas del 80% de la poblacion mundial, utiliza la medicina

tradicional de alguna forma para tratar su padecimiento a nivel primario (Lozano, 2019).
1.5 Metabolitos Secundarios

1.5.1 Alcaloides

Son compuestos con estructura heterociclica que presentan nitrégeno conformando su
anillo el cual les da caracteristicas basicas del cual deriva su nombre. Son derivados de
aminoacidos y tienen un sabor amargo; se localizan en los tejidos periféricos de las
plantas en forma de sales de acidos organicos y su funcién en la planta no es del todo
conocida, pero se cree que cumple funcién protectora contra invasores externos
(Jaramillo, 2016). Son practicamente insolubles en agua, solubles en sustancias
organicas como éter, metanol, etanol, cloroformo, hexano, etc. (Bruneton, 2005). La
actividad biolégica no es conocida totalmente, pero se cree que tiene accion
antimicrobiana mediante intercalacion entre la pared celular y el ADN microbiano
(Nunez,2018).

Imagen 4. Estructura general de los alcaloides.

Jonnathan Paul Guayas Guaman
Patricio Israel Lazo Burga
25



AE% UNIVERSIDAD DE CUENCA
(==

1.5.2 Fenoles

Son un amplio grupo de compuestos organicos derivados principalmente de los acidos
benzoico y cinamico que tienen al menos una funcion carboxilica y un hidroxilo fendlico.
Los fenoles simples (por ejemplo: catecol, guayacol) son escasos en la naturaleza,
mientras que los derivados del acido benzoico (por ejemplo: &cido gélico) son mas
frecuentes en la mayoria de las plantas tanto en su forma libre como en forma de ésteres
o0 de heterésidos (Cardefio, 2007). Son solubles en solventes organicos polares,
disoluciones de hidréxido de sodio y carbonato de sodio; también son solubles en agua
y alcoholes como etanol y metanol (Bruneton, 2005). Las propiedades farmacoldgicas
de los fenoles simples son de poco interés terapéutico pues se les atribuyen
propiedades antisépticas, el mayor uso que se les ha dado son de antiinflamatorios a
los derivados salicilicos. Los ésteres heterdsidos presentan gran interés terapéutico,

pues se les ha atribuido propiedades inhibidoras de enzimas como la fosfodiesterasa,

0 CH,
HBCEN [\.IIIF
PP
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Fuente: (Bruneton, 2005).

aldosa reductasa, y la 5-lipooxigenasa (Gordo, 2018).

Imagen 5. Estructura general de fenoles derivados del acido cinamico.

1.5.3 Flavonoides

Son compuestos polifendlicos formados por 2 anillos bencénicos unidos por una cadena
lineal de 3 carbonos. En las plantas cumplen la funcién de ser pigmentos, existe muchos

tipos de flavonoides, cada uno otorga un color diferente a la planta, y se encuentran

CH,
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Fuente: (Bruneton, 2005).
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principalmente en flores, frutos y hojas (Ilwashina, 2000). Son poco solubles en agua,
solubles en solventes organicos apolares, etanol, metanol, diclorometano, etc.
(Bruneton, 2005). Se les atribuye propiedades farmacolégicas como vasoactivas, es
decir, son capaces de disminuir la permeabilidad de capilares sanguineos y aumentar
su resistencia, también se les atribuye propiedades antioxidantes y antimicrobianas,

aungue su mecanismo de accion no es conocido (Bratkov, 2016).

Imagen 6. Estructura general de los flavonoides.

Fuente: (Bruneton, 2005).

1.5.4 Catequinas
Son compuestos polifenélicos pertenecientes al grupo de los flavonoides,
especificamente a los flavan-3-oles, aunque sus propiedades fisicas y bioldgicas

presentan similitud al de los flavonoides en general (Tzekov, 2018).

Imagen 7. Estructura general de las catequinas.
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Fuente: (Bruneton, 2005).

1.5.5 Antocianinas

Son compuestos polifendlicos que en su estructura tienen un glacido, se encuentran
distribuidos en todas las plantas y cumplen la funcion de ser colorantes y protectores
contra la luz ultravioleta, se los encuentra en todos los tejidos, especialmente en hojas,
tallos y frutos (Liang, 2018). Son solubles en alcoholes como metanol y etanol, también
solubles en agua y su solubilidad en esta aumenta con la temperatura (Bruneton, 2005).
Su mayor interés esta en su potencial antioxidante contra las especies reactivas del
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oxigeno, aunque no se tiene suficiente evidencia, también se les ha atribuido

propiedades vaso-activas y antiinflamatorias (Ballistreri, 2019).

Imagen 8. Estructura general de las antocianinas.

Fuente: (Bruneton, 2005).

1.5.6 Triterpenos

Son un grupo de compuestos quimicos con estructura esteroidal, los triterpenos
presentan una similitud estructural con los esteroides vegetales. En este grupo se
incluyen moléculas como los heterésidos cardiotdnicos, sapogeninas, sapondsidos
(Ghosh, 2016). Son solubles en solventes organicos polares como hexano,
triclorometano, éter; poco solubles en alcoholes y practicamente insolubles en agua
(Bruneton, 2005). Los compuestos de mayor importancia son los heterésidos
cardiotonicos debido a que ningun producto sintético ha podido reemplazar a los
derivados de las plantas; moléculas como el regaliz son usados como edulcorantes
hipocaldricos, tienen gran potencial terapéutico en campos como: antivirales;

citostaticos, antiinflamatorios y analgésicos (Bahrami, 2016).

Imagen 9. Estructura general de los triterpenos.

Fuente: (Cano-Flores, 2013).
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1.5.7 Resinas

Las resinas son compuestos complejos que normalmente son exudados por las plantas,

cumplen funcion protectora y estructural en la planta; practicamente no tienen actividad
biol6gica y se caracterizan por su gran hidrofobicidad (Bruneton, 2005).

1.5.8 Saponinas

Son moléculas derivados de los esteroides la cual tiene ademas un radical glucésido,
se llaman asi debido a sus propiedades que se asemejan a las del jab6n comdn En la
planta cumplen la funcién de defensa contra microorganismos, especialmente de origen
fangico (Khakimov, 2016).Son solubles en agua la cual se ve aumentada con la
temperatura, aungque son susceptibles a hidroélisis es por ello que se pueden extraer con
etanol o metanol (Bruneton, 2005). Se caracterizan principalmente por ser hemoliticos,
debido a su interaccion con los esteroles de la membrana del eritrocito lo cual produce
un aumento en su permeabilidad y una entrada de sodio y agua, el potasio sale y la
célula “explota” (Zhu, 2018).

Imagen 10. Estructura general de las saponinas.
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Fuente: (Cano-Flores, 2013).

1.5.9 Lactonas

En las plantas, las lactonas son compuestos derivados de los sesquiterpenos los cuales
han sufrido una reaccion de ciclacion. Se encuentran principalmente en pelos secretores
situados en las hojas, tallos y raices (Zhang, 2019). No existe un solvente especifico
para su extraccion, aunque se pueden extraer con solventes organicos polares como
diclorometano, o mezclas como éter dietilico-éter de petréleo-metanol (Bruneton, 2005).
Al poseer potencial de reactividad ha llevado a que plantas con alto contenido de
lactonas sesquiterpénicas sean usadas como antiparasitarios, antifingicos y
antibacterianos, no obstante, hay que tener en cuenta que estos metabolitos son toxicos

también para el ser humano (Molina, 2018).
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Imagen 11. Estructura general de las lactonas sesquiterpénicas.

Fuente: (Bruneton, 2005).

1.5.10 Cumarinas

Son un muy amplio grupo de compuestos quimicos derivados del acido cinamico y el
fenilpropano, Se encuentran distribuidas de manera casi universal en las plantas,
especialmente las cumarinas mas simples (umbeliferona, demetilsuberosina, etc.)
(Stringlis, 2019). Son poco solubles en agua, solubles en alcoholes, solventes organicos
como diéxido de etilo y en solventes clorados como el cloroformo (Bruneton, 2005). El
interés terapéutico de las cumarinas es limitado, pues se usan principalmente como
venotdnicos y vasoprotectores. También se ha reportado un efecto anti-protozoario

frente a especies de Trypanosoma (Mandlik, et al, 2016).

Imagen 12. Estructura general de las Cumarinas.
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Fuente: (Cano-Flores, 2013).

1.5.11 Taninos
Son compuestos polifendlicos derivados del &cido galico formando ésteres con un
azlcar, se encuentran en la mayoria de plantas cumpliendo la funciéon de protectora
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contra microorganismos invasores (Ropiak, et al, 2016). Solubles en agua formando
coloides, también en alcoholes y acetona; aunque idealmente se extraen con mezclas
de aguay acetona (Bruneton, 2005). El interés terapéutico de estos compuestos se debe
principalmente a su capacidad de formar complejos con macro-moléculas,
especialmente proteinas lo cual le otorga propiedades antimicrobianas, antivirales e
inhibidores enzimaticos. También se han usado como antioxidantes evitando

especialmente la peroxidacion lipidica (Tuominen, A. 2017).

Imagen 13. Estructura general de los taninos.
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Fuente: (Bruneton, 2005).

1.6 Métodos de Extraccion

Tienen por objetivo extraer total o parcialmente los componentes biolégicamente activos
a partir de material vegetal o animal, mediante el empleo de solventes adecuados
(menstruos). Estos son procesos dindmicos que comprende 3 etapas:

- Difusion del solvente al interior de la célula.
- Solubilizacién de los componentes activos en el solvente.

- Difusién del solvente y los metabolitos fuera de la célula (Yi, 2016).

1.6.1 Extraccién con Fluidos Supercriticos

Es un método que extrae los componentes biol6gicamente activos empleando
sustancias con un punto supercritico bajo, este punto se logra a una presion y
temperatura determinadas en el que la sustancia se encuentre en estado liquido y
gaseoso al mismo tiempo. La sustancia mas empleada en este método es el CO, debido
a su baja toxicidad tanto para el humano como para el ambiente, baja inflamabilidad,
corrosividad, inactividad quimica, baja temperatura y presion supercritica, Yy

disponibilidad comercial (Da Silva, 2016).

1.6.2 Método Soxhlet
Es un procedimiento que se basa en la diferencia de los puntos de ebullicion entre el
solvente y los metabolitos extraidos, se emplea un solvente organico con temperatura

de ebullicion relativamente baja (comunmente éter), este solvente se evapora y
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condensa continuamente entrando en contacto con la droga vegetal varias veces dando

asi una extraccion continua (Mohammadpour, 2019).

1.6.3 Arrastre de Vapor

Es una técnica que emplea vapor de agua como solvente, este método se usa
comunmente para la extraccion de aceites esenciales; el vapor de agua arrastra los
aceites esenciales hacia un tubo recolector en el que se separa el agua del aceite por
diferencia de densidades y posteriormente se deshidrata el aceite empleando sulfato de

sodio anhidro (Gonzéalez-Marrugo, 2018).

1.6.4 Infusiéony Decoccién

Se basan en la extraccion de metabolitos secundarios solubles en agua usando la
temperatura como coadyuvante de la extraccion, en la infusion se aplica el agua caliente
sobre el material vegetal y se deja reposar por un periodo corto de tiempo mientras que
en la decoccion se lleva a ebulliciéon el agua conjuntamente con el material vegetal y se
mantiene la ebullicion por 30 minutos aproximadamente y se deja enfriar. Ambos
procesos finalizan con la tamizacion de los extractos para separar el material vegetal
del extracto (Carrién, 2010).

1.6.5 Percolacion

Es un procedimiento basado en la continua exposicion de la droga vegetal con el
solvente debido a la renovacion continua hasta obtener un agotamiento de
aproximadamente el 95% de los metabolitos. En este método, el solvente pasa a través
de la droga en un solo sentido alcanzando concentraciones cada vez mayores de
manera que el equilibrio del solvente dentro y fuera de la célula vegetal nunca se alcanza
por lo que la droga al estar en contacto siempre con solvente puro, termina cediendo

sus componentes solubles de manera progresiva (Stauffer, 2018).

1.6.6 Maceracion

Es uno de los métodos mas comunmente empleados para la extraccion de principios
activos de plantas que se basa en el contacto continuo entre el material vegetal y una
cantidad constante de solvente ayudados por la agitacién durante periodos muy largos
qgue van desde los 4 hasta los 10 dias (5 dias en promedio). Este método se realiza a
temperatura ambiente y finalizado el macerado se procede a la separacion del material
vegetal y el extracto mediante la decantacion y posterior filtracion para finalmente
proceder con la evaporacion del solvente a una temperatura promedio de 40°C para

evitar dafios provocados por la temperatura a compuestos termolabiles (Cuiji¢, 2016).
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En este procedimiento hay que tener en cuenta que se puede perder cierta cantidad del

solvente durante el proceso, para evitar esto se debe emplear frascos adecuadas que

tengan una tapa hermética y en caso de no tener disponibilidad de estos frascos se

cubre el envase con una pelicula de parafilm o papel aluminio. También se debe tomar

en cuenta la sensibilidad a la luz de los principios activos de interés, para ellos se usan

frascos color &mbar o también se debe cubrir totalmente el frasco con papel aluminio

(Carrion, 2010).

Cada método de extraccion tiene ventajas y desventajas segiin como se observan en la

Tabla 4. La seleccion del método de extraccion dependeréd de la investigacion y del tipo

de principios activos de interés.

Tabla 4. Ventajas y desventajas de los métodos de extraccion.

relativamente bajo

Método de Extraccion Ventajas Desventajas
Fluidos Supercriticos Extraccion total, sin | Costo elevado
contaminacién, metabolitos
guimicamente puros
Soxhlet Extraccion total y | Uso de equipo sofisticado
semiautomatica, uso de _
No aplica para compuestos
poco solvente .
termolabiles.
Arrastre de Vapor Extracciébn casi total de | Sirve Unicamente para
principios  activos, costo | compuestos hidrosolubles y

termoestables.

Infusién y Decoccion

Bajo costo, facil acceso.

condiciones ambientales de

ejecucion accesibles,

Percolacion Agotamiento total de la | Uso de grandes cantidades
droga, bajo costo, no se | de solvente. Renovacion
satura el solvente. constante del solvente por

parte del investigador

Maceracion Bajo costo, facil acceso, | Extraccion parcial del

principio activo, saturacion
del solvente, largo tiempo de

ejecucion
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aplicacion en material

vegetal duro (tallo, raices)

Fuente: Los autores/ (Carrion, 2016).

1.7 Tamizaje Fitoquimico

Se realiza a un extracto vegetal, con el objetivo de identificar cualitativamente los
principales metabolitos secundarios presentes en el extracto mediante el uso de
reacciones cualitativas especificas para cada metabolito produciendo un cambio de
color o la formacion de un precipitado que se puede apreciar a simple vista. Se asumira
la presencia o ausencia de cada metabolito de acuerdo al resultado de cada reaccion y

su intensidad se expresa en cruces (Hussein, 2016).

1.8 Escherichia coli-Generalidades

E. coli es una de las especies bacteriana que ha sido objeto de numerosos estudios de
diferente naturaleza, ya que cuenta con diversas capacidades patogénicas, ademas de
ser utilizado como fuente para investigaciones metabdlicas, poblacionales y genéticas

(Rios, 2016). Las caracteristicas taxondémicas se detallan en la tabla 5.

Tabla 5. Descripcion taxonémica de E. coli.

Dominio Bacteria
Filo Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia
Especie coli

Fuente: Los autores/ (Rios, 2016)
Se encuentra en forma de bacilo Gram negativo, de rapido crecimiento que mide
alrededor de 1 a 3 um longitud. Se puede presentar solo, en pares o formando grupos,
Tiene movilidad gracias a sus flagelos peritricos, aunque existen variantes que no la
presentan ya que no contienen flagelos. Es una bacteria no formadora de esporas,

ademas de no poseer capsula (Jawetz, 2014; Lizcano, 2011).

Jonnathan Paul Guayas Guaman
Patricio Israel Lazo Burga
34



UNIVERSIDAD DE (CUENCA

Imagen 14. Estructura morfolégica de E. coli

Fuente: (Andrade, 2016)

En estadios tempranos de crecimiento este microorganismo se encuentra
frecuentemente en forma de cocobacilo, es aerobio y anaerobio facultativo, presenta
una temperatura de crecimiento optima de 37°c, resistiendo temperaturas hasta de 40°c
lo que lo distingue de otras enterobacterias. Su pH 6ptimo de crecimiento es de 7.
(Jawetz, 2014; Lizcano, 2011).

En cuanto a su macroscopia, se observan en agar sangre colonias circulares de 3a 5
mm de diametro, convexas, de borde continuo o también ligeramente onduladas de
consistencia mucoide, brillantes con una coloracion blanca amarillenta (Jawetz, 2014;
Lizcano, 2011).

En el medio eosina-azul de metileno (EMB) sus colonias presentan una coloracién
caracteristica oscura con un centro rosado, ademds de tener un brillo metalico cuando
se observan en luz reflejada, sin embargo, dicho brillo no es exclusivo de E. coli ya que
especies como Klebsiela spp. y Citrobacter spp. también pueden presentar dicha

caracteristica. (Jawetz, 2014; Lizcano, 2011).

En agar Mac Conkey sus colonias presentan coloracion rojiza con turbiedad en sus
bordes. Estas caracteristicas se observan claramente en la imagen 14. (Jawetz, 2014,
Lizcano, 2011).

Imagen 15. Caracteristicas macroscopicas de E. coli.
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a) Se observa colonias grises | b) Se observa colonias con | ¢) Colonias rosas fermentadoras
redondas en agar sangre. irradiancia en EMB. de lactosa en agar MacConkey.

Fuente: Los autores/ (Reyes, 2011).

Al ser fermentadores de carbohidratos como la glucosa, arabinosa y lactosa producen
gas a partir de estos; E. coli es capaz de catabolizar el triptéfano formando indol, no
hidroliza el citrato, es productora de acido sulfhidrico en medios que contienen azufre
pudiéndose combinar con hierro presente en el medio formando sulfuro de hierro
proporcionando una coloracion negruzca; también produce amoniaco a partir de la urea
debido a que posee la enzima ureasa alcalinizando al medio (Jawetz, 2014, Lizcano,
2011).

Patogenia

E. coli produce enfermedades a nivel de: vias urinarias (IVUs) constituyendo cerca del
90% en mujeres jovenes, presentando signos y sintomas como polaquiuria, disuria,
hematuria y piuria, cabe recalcar que estas manifestaciones clinicas no son especificas
para IVUs causadas por E. coli, ya que infecciones con otros microorganismos pueden
producir sintomatologia similar. Es responsable de septicemias e infecciones en el
sistema digestivo pudiendo clasificarse esta Gltima en base a sus caracteristicas y

propiedades de virulencia detalladas en la tabla 6. (Jawetz, 2014)

Tabla 6. Variedades de E. coli segun sus caracteristicas y propiedades de virulencia.

Variedades Caracteristicas y propiedades de virulencia

E. coli enteropatégena | Productora de diarrea en lactantes.

(EPEC) Se adhiere a las paredes de la mucosa del
intestino delgado por medio de dos factores que
son: factor de adherencia EPEC vy el islote de
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patogenia del locus cromosdmico de borramiento

del enterocito.

E. coli enterotoxigenica | Causa frecuente de diarrea del viajero ya que
(ETEC) presentan una de las 2 toxinas existentes como
son la exotoxina termoldbil o la enterotoxina

termoestable.

E. coli productora de | Relacionada con la colitis hemorragica y
toxina Shiga (STEC) sindrome hemolitico urémico, presenta dos tipos
de toxinas la Shiga 1y la Shiga 2.

E. coli enteroinvasiva | Produce una enfermedad similar a la shigelosis
(EJEC) (ulceras superficiales y necrosis de la mucosas),
este microorganismo actla al unirse a la mucosa

del intestino delgado.

E. coli enteroagregativa | Produce diarrea aguda y crénica de duracion
(EAEC) mayor a 14 dias, este grupo al ser muy
heterogéneo no se han descifrado sus

mecanismo exactos de patogenia.

Fuente: Los autores/ (Jawetz, 2014; Lizcano, 2011).

En relacion a los serotipos E. coli se puede clasificar en mas de 170 serogrupos “O”
segun las caracteristicas antigénicas de sus lipopolisacaridos, y en serotipos por la
combinacién de antigenos “O” y “H” flagelares, presenta otros tipos de antigenos en
diversas cepas como: capsulares y fimbrilares, que han sido utilizados para su

clasificacion e identificacién (Rios, 2016).

1.9 Ensayos para medir la actividad antibacteriana

Permiten la determinaciéon de las propiedades antibacterianas de compuestos a
investigar. Estos estudios son de gran importancia tanto a nivel tecnolégico como
cientifico, ya que un gran nimero de extractos vegetales de diferentes familias
presentan dicha propiedad gracias a que poseen metabolitos secundarios

principalmente los alcaloides, aceites, saponinas, taninos y flavonoides (Rios, 2016).

Existen diversos métodos para la determinacion de la actividad antibacteriana de los

cuales los méas empleados son: dilucion en caldo o agar y difusién en agar
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Dilucién en caldo

Este método consiste en la preparacién de una serie de tubos o pocillos que contendra
una cantidad de caldo a la cual se le agregard distintas concentraciones del
antibacteriano a investigar, posteriormente se inoculard con una suspension
estandarizada del microorganismo a estudiar, posterior a la incubacion nos permitira
determinar el crecimiento bacteriano mediante lectura por turbidimetria. (Rios, 2016;
Pelaez, 2010; Sanchez, 2010). Esta técnica es utilizada para la determinacién de la
concentracion minima bactericida (MBC) y concentracibn minima inhibitoria (MIC)
(Pelaez, 2010)

Macrodilucion

De acuerdo a lo mencionado anteriormente este método es utilizado para determinar la
MIC por medio de la observacion directa sin ayuda de ningun aparato Optico. Para este
método es necesario tubos de dilucion con contenido minimo de 1mly un medio liquido
especifico (Rios, 2016; Peldez, 2010; Sanchez, 2010).

Microdilucién

Este ensayo se realiza mediante placas de poliestireno que contienen 96 pocillos de 12
x 8, en donde una columna es utilizada como control de esterilidad (solo medio de
cultivo), una columna de control de crecimiento (medio de cultivo + inoculo bacteriano)
y los pocillos restantes son utilizados para realizar las diluciones del antibacteriano a
investigar (Pelaez, 2010; Sanchez, 2010).

Para la lectura de resultados existen dos maneras por medio de un autoanalizador
(turbidimetria o fluorescencia) (Sanchez, 2010); asi mismo existen ventajas y
desventajas de los diferentes métodos los cuales se encuentran detallados en la tabla
7.

Tabla 7. Ventajas y desventajas de los diferentes ensayos de actividad antibacteriana.

Ensayo Ventajas Desventajas
Difusién en Los valores se expresan en | No permite determinar la
disco sensibilidad, resistencia o | MIC.
intermedia.

Baja sensibilidad.

Facilidad de ejecucion.
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Econdmico.

Microdilucién

Trabajar con un gran numero de

muestras
Resultados mas rapidos

Estandarizacién y reproducibilidad

de resultados.

Trabaja con pequefias cantidades
del

cultivo.

antibacteriano y medios de

Mayor sensibilidad a diferencia de
otros métodos

Paneles vienen
determinados  por el
fabricante.

Discrepancias con los

métodos convencionales.

Costos elevados

equipos y materiales.

en

Macrodilucion

Posibilidad de obtener un cultivo
estandarizado de la mayoria de las
bacterias.

Reproducibilidad de resultados.

Cantidad
requerido.

de

material

Fuente: Los autores/ (Sanchez, 2010; Ramirez, 2019).
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CAPITULO 2
METODOLOGIA

2.1 Disefio de Investigacion

El presente estudio se basé en una investigacion de tipo exploratoria y experimental.

Se determinaron los metabolitos secundarios presentes en los extractos etandlicos,
obtenidos por el método de maceracion de las plantas Uncaria tomentosa, Piper
aduncum, Artemisa absinthium vy posteriormente se estableci6 la actividad
antibacteriana frente a E. coli ATCC 25922, a través de la determinacién de la

concentraciéon minima inhibitoria utilizando el método de microdilucién en caldo.
2.2 Analisis experimental

2.2.1 Obtencion de muestras

Para el presente estudio se trabajé con las hojas de Piper aduncum y Artemisa
absinthium y con la corteza de Uncaria tomentosa, las cuales fueron adquiridas en el
Mercado “10 de Agosto” de la ciudad de Cuenca ubicado en la calle Larga y General

Torres; en una sola ocasién y de un Gnico proveedor.

Para la recoleccion del material vegetal se procedié segun las normativas de Buenas
Practicas de Manufactura (BPM) (Santa Fe, 2005), las partes de la planta a recolectarse
no deben poseer dafios en su integridad fisica, provocados por calor, insectos, hongos,
entre otros, ademas de presentar sus caracteristicas especificas como: textura, color y
forma; estas plantas fueron elegidas por su actividad antibacteriana frente a E. coli

segun revisién de multiples fuentes bibliogréficas.
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2.2.2 Tratamiento de la Materia Prima

Se prepard la materia prima segun detalla el esquema 1 (anexo 1).

Esquema 1. Tratamiento del material vegetal.

(7 — /7 — 'S — e —

Lavar con ' Secar con Desecar a

. Triturar en
agua ‘ papel ‘ 40°c por 2 ‘ licuadora
destilada | | absorbente | dias

‘Almacenar ‘ Envasar ‘ Tamizar

Fuente: Los autores/ (Santa Fe, 2005).

En el caso de Uncaria tomentosa se realizdé una desecacion de la corteza por 4 dias

debido a la constitucién de dicha estructura.

2.2.3 Maceracion.
Se procedi6 a la obtencidn de los extractos etandlicos por el método de maceracion

trabajando segun el esquema (anexo 2).

Esquema 2. Proceso de maceracion de la droga vegetal.

Iy N

I'e N
Colocar en el

I N
Humectar con

T T A

p

Pesar 20g de 10ml de etanol Agregar 50ml agitador
droga vegetal ‘ al 96° por 2 de etanol al 96° ‘ horizontal por
| ) ‘ horas ) ‘ ) 72h )
— N (— Evaporar — N O N
solvente a 40°c
almacenar hasta ‘ Filtrar ‘ Repzz?]r por
desecacion

Fuente: Los autores/ (Carrion, 2010; Ordofiez, 2016).
Porcentaje de rendimiento: se calcul6 de la siguiente manera:

peso del vaso con el extracto seco (g) — peso vaso vacio (g)
*

% rendimiento = 100

Cantidad de droga fresca (g)
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2.2.4 Tamizaje fitoquimico de los extractos etandlicos de Uncaria tomentosa,
Piper aduncum y Artemisia absinthium

Se realiz6 el tamizaje fitoquimico para identificar los principales metabolitos secundarios

presentes en los extractos etandlicos de las diferentes plantas medicinales mediante

reacciones cualitativas especificas para cada metabolito secundario, interpretando los

resultados de acuerdo a la intensidad de la reaccion la cual fue expresada en cruces.

La preparacion de los reactivos necesarios se baso en la Guia Metodoldgica establecida

por Guerrero; et al, (2014).

El tamizaje fitoquimico y la interpretacion de resultados se realiz6 segun el anexo 3.

2.2.5 Preparaciéon de la solucién stock de los extractos

La solucién stock de los extractos vegetales se preparé siguiendo el esquema 3.

Esquema 3. Preparacion de solucién stock de Piper aduncum y Artemisia absinthium.

Pesar 100mg del | Colocar 10ml de . Concentracion final

extracto seco : agua destilada estéril : de 10000 pg/ml

\ / | ) \
\\ A \-, A \\

Fuente: Los autores/ (Sanchez, 2010; Mendoza, 2019).

Para la solucién stock de Uncaria tomentosa, se disolvié 500 mg por cada 10 ml de agua
destilada estéril, teniendo en cuenta que este al presentar valores MIC que oscilan entre

los 6-500 pg/ml se procedié a aumentar la concentracion de la solucién stock a 50000

pg/ml.

2.2.6 Evaluacion de la Actividad Antibacteriana in vitro de los extractos
etandlicos de Uncaria tomentosa, Piper aduncum y Artemisia absinthium

frente a E. coli ATCC 25922 por el método de Microdilucién en Placa

Se trabajé por triplicado, el proceso se llevd a cabo en la camara de flujo laminar tipo Il

A2 marca Labconco. Segun especificaciones de la CLSI M100 29™ ed.

Preparacion del inéculo

- Se realizé un cultivo de E. coli ATCC 25922 en agar Mueller-Hinton y se incub6
por 24 horas a 35+2 °c.
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- Se tomd con un asa estéril colonias puras y se diluy6é en solucién salina 0.9%

estéril hasta alcanzar una turbidez de 0.5 en la escala McFarland medido en el

densitémetro, equivalente a una concentracion de 1.5x108 UFC/ml (CLSI M100,

2019).

Técnica de diluciéon en caldo: susceptibilidad antimicrobiana

Caldo Mueller Hilton (CMH)

|:> Colocar 100 pl en los 96 pocillos

1 |2 |3 (4 |5 |6 (7 |8 |9 |10 |11 12
A 200 plde | 100 pl de
CMH +
B CMH para
control 100 pl
C -
esterilidad | Inoculo
D
= control de
E crecimiento
(C.0)
F
G
H 100 pl caldo CMH + 100 pl de diluciones de
extractos = Blancos

2. Colocar 100 pl del de la solucion madre del extracto etandlico en la columna 1y

homogenizar.

3. Pipetear 100 pl de mezcla de la columna 1, pasar a la columna 2 y homogenizar.

Obteniendo una concentracion final de:

Jonnathan Paul Guayas Guaman
Patricio Israel Lazo Burga

43



AE% UNIVERSIDAD DE CUENCA
Z-‘\'."'.;;'?"

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

500 250 125 625 |31.25|1562|7.81 |391 |1.95 |0.98
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

\WAVAVAVAVAVAVAVVA

100 pl
100l 2100l 100l 2100l 100l 200 I 100 I 200 I 200 pl

En el caso de Uncaria tomentosa al requerir una concentracion inicial mayor y teniendo

una solucién madre de 500000 pg/ml se obtuvo las siguientes diluciones:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2500 | 1250 | 625 312 156 78 39 19 9 4
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/mi

4. Repetir el proceso hasta la columna 10 obteniendo las disoluciones sucesivas,

eliminando los 100 pl sobrantes.

5. Colocar 100 pl del in6culo bacteriano de la columna 1 a la 10, obteniendo un volumen
final de 200 pl y homogenizar (evitando colocar el in6culo bacteriano en la fila H ya que

esta contiene los blancos de las disoluciones).

6. Incubar la placa de fondo plano a 35° C +/- 2 °c por 16 a 20h, segun lo estipula la
CLSI M100 (2019), para el crecimiento de E. coli.

7. Leer la absorbancia en el lector de placas de Microdilucion a 405 nm (CLSI M100,
2019; Telles, 2017).

Calculos de resultados

Para el célculo de los resultados se tomé en cuenta lo siguiente:

Blanco de la dilucién: Promedio de los blancos (fila H) de cada columna (1 a la 10)
Jonnathan Paul Guayas Guaman
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Control de bacterias: Promedio del control de crecimiento (columna 12) (CLSI M100,
2019; Telles, 2017)

Célculo del porcentaje de crecimiento:

X
% crecimiento = — % 100
Control de bacterias

X= Valor de la absorbancia menos el blanco de cada dilucién.
Calculo del coeficiente de variacion

Se determind el coeficiente de variacién de cada ensayo para observar la uniformidad
de los datos obtenidos de la siguiente manera.
desviacion estandar

coeficiente de variacion = _ * 100
media

Interpretacion de resultados

Segun la técnica de microdilucion en placa detallada por Ramayoni (2007) y Ramirez
(2019), se considero a la concentracién minima inhibitoria (MIC) a la concentracion mas

baja del extracto vegetal que inhibe el crecimiento bacteriano en un 80 %.

CAPITULO 3
RESULTADOS

3.1 Porcentaje de rendimiento de los extractos vegetales

Se determiné el porcentaje de rendimiento de los extractos vegetales, Uncaria
tomentosa 15.5%; Artemisia absinthium 10.01%; y Piper aduncum 6.64%, segun se
encuentra detallado en la tabla 8.

Tabla 8. Porcentaje de rendimiento del proceso de maceracion del material vegetal.

Planta Cantidad de Cantidad de Rendimiento (%)
droga fresca extracto seco

en gramos (g) | obtenido ()

Uncaria tomentosa 20g 3.1045 15.5
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Piper aduncum

20g

1.3288

6.64

Artemisia absinthium 10g

1.0014

10.01

3.2 Tamizaje Fitoquimico de Uncaria tomentosa, Piper aduncum y Artemisia

absinthium

Fuente: Registros de laboratorio.

Los grupos funcionales identificados en Uncaria tomentosa fueron catequinas,

saponinas, flavonoides, lactonas, antocianinas, alcaloides, taninos y fenoles, sin

embargo, no se identificaron resinas y triterpenos, segun se encuentran detallados en

la tabla 9.

Tabla 9. Tamizaje fitoquimico de Uncaria tomentosa.

Uncaria tomentosa

Ensayo | Ensayo | Ensayo

1 2 3
Catequinas ++ ++ ++
Resinas - - -
Saponinas ++ ++ ++
Flavonoides + + +
Lactonas + + +
Antocianinas + + +
Alcaloides +++ +++ +++
Triterpenos - - -
Taninos + + +
Fenoles + + +

(+) reaccion leve, (++) reaccion moderada, (+++) reaccién intensa.

Fuente: Registro de Laboratorio.
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Los grupos funcionales identificados en Piper aduncum fueron flavonoides, resinas,
lactonas, antocianinas, alcaloides, taninos y fenoles, sin embargo, no se identificaron

catequinas, saponinas y triterpenos, segun se encuentran detallados en la tabla 10.

Tabla 10. Tamizaje fitoquimico de Piper aduncum.

Piper aduncum
Ensayo | Ensayo | Ensayo

1 2 3
Catequinas - - -
Resinas +++ +++ +++
Saponinas - - -
Flavonoides + + +
Lactonas + + +
Antocianinas + + +
Alcaloides ++ ++ ++
Triterpenos - - -
Taninos +++ +4++ +++
Fenoles + + +

(+) reaccion leve, (++) reaccién moderada, (+++) reaccién intensa.

Fuente: Registro de Laboratorio.

Los grupos funcionales identificados en Artemisia absinthium fueron catequinas,
resinas, saponinas, flavonoides, antocianinas, alcaloides, triterpenos, taninos y fenoles,
sin embargo, no se identificaron lactonas, segun se encuentran detallados en la tabla
11.
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Tabla 11. Tamizaje fitoquimico de Artemisia absinthium.

Artemisia absinthium
Ensayo | Ensayo | Ensayo

1 2 3
Catequinas + + +
Resinas + + +
Saponinas + + +
Flavonoides + + +
Lactonas - - -
Antocianinas + + +
Alcaloides ++ ++ ++
Triterpenos + + +
Taninos + + +
Fenoles + + +

(+) reaccion leve, (++) reaccién moderada, (+++) reaccién intensa.

Fuente: Registro de Laboratorio.
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3.3 Determinacién de la concentracion minima inhibitoria de Uncaria tomentosa por el
método de microdilucion frente a E. coli 25922
La media de las absorbancias obtenidas por microdilucion en placa se detallan en la tabla 12,
se determind que la concentracion inhibitoria minima de Uncaria tomentosa por el método de
microdilucion frente a E. coli 25922 fue de 625 pg/ml, la inhibicién del crecimiento bacteriano
se ubicd en un 81%, siendo este el punto de corte para la determinacién de la concentracion
minima inhibitoria. Los valores de cada ensayo obtenidos del lector de placas de microdilucion
y coeficientes de variacion se detallan en los anexos 5,6y 7.

Tabla 12. Porcentaje de crecimiento de E. coli ATCC 25922 frente a diferentes

concentraciones del extracto de Uncaria tomentosa.

pg/ml B. El E2 E3 CC1l |CC2 CC3 %C.1 | % C.2 %C.3
2500 1,81| 1,8116| 1,8117| 1,8159| 0,7603| 0,761| 0,75586| 0,21 0,23 0,77
1250 | 1,41| 1,4989| 1,5209| 1,5064| 0,7603| 0,761| 0,75586| 11,69| 14,57 12,76

625| 1,01| 1,1616| 1,1604| 1,1744| 0,7603| 0,761| 0,75586| 19,94 | 19,77 21,75
312| 0,538| 0,9427| 0,9656| 0,9807| 0,7603| 0,761| 0,75586| 53,23| 56,19 58,57
156 | 0,333| 0,8771| 0,9216| 0,9259| 0,7603| 0,761| 0,75586| 71,57 | 77,34 78,44
78| 0,274| 0,8597| 0,8886| 0,8903| 0,7603| 0,761| 0,75586| 77,04| 80,76 81,53
39| 0,216| 0,8650| 0,8560| 0,8463| 0,7603| 0,761| 0,75586| 85,36| 84,10 83,39
19| 0,185| 0,8641| 0,8565| 0,8619| 0,7603| 0,761| 0,75586| 89,33 | 88,24 89,55
9| 0,125| 0,8140| 0,8127| 0,8069| 0,7603| 0,761| 0,75586| 90,62| 90,37 90,21

4| 0,122| 0,8230| 0,8346| 0,8237| 0,7603| 0,761| 0,75586| 92,20| 93,64 92,84

B: Blanco; E: Ensayo; C.C: Control de crecimiento, %C: Porcentaje de crecimiento.

Fuente: Registro de Laboratorio
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3.4 Determinacién de la concentracion minima inhibitoria de Piper aduncum por el
meétodo de microdilucién frente a E. coli 25922

El promedio de las absorbancias obtenidas por microdilucién en placa se detallan en la tabla

13, en donde no se logré determinar una concentracion minima inhibitoria debido a que el

porcentaje de crecimiento bacteriano no alcanza el 80%, obteniendo resultados entre el 61%

y 71%. Los valores de cada ensayo obtenidos del lector de placas de microdilucion y

coeficientes de variacion se detallan en los anexos 8, 9, 10.

Tabla 13. Porcentaje de crecimiento de E. coli ATCC 25922 frente a diferentes

concentraciones del extracto de Piper aduncum.

pug/ml B E1l E?2 E3 CCl1|CC2 | CC3 |%C1|%C2|%C3

500| 0,1464| 0,6414| 0,6590| 0,8989| 0,7418| 0,7354| 1,0493| 66,73 | 69,70 | 71,71

250| 0,1488| 0,6286| 0,6316| 0,8967| 0,7418| 0,7354 | 1,0493| 64,69 | 65,64 | 71,28

125| 0,1482| 0,6278| 0,6417| 0,8961| 0,7418| 0,7354| 1,0493| 64,65| 67,11| 71,28

62,5| 0,1470| 0,6011| 0,6304| 0,8986| 0,7418| 0,7354 | 1,0493| 61,22| 65,73 | 71,63

31,25| 0,1464| 0,6234| 0,6290| 0,8997 | 0,7418| 0,7354 | 1,0493| 64,30| 65,62 | 71,79

15,625| 0,1474| 0,6160| 0,6102| 0,8807| 0,7418| 0,7354| 1,0493| 63,17 | 62,93 | 69,89

7,8125| 0,1456| 0,6318| 0,6450| 0,8527| 0,7418| 0,7354| 1,0493| 65,54 | 67,91| 67,39

3,9063| 0,1446| 0,6086| 0,6249| 0,8804| 0,7418| 0,7354 | 1,0493| 62,56 | 65,30 | 70,13

1,9531| 0,1490| 0,6253| 0,6417| 0,8633| 0,7418| 0,7354| 1,0493| 64,21 | 67,00 | 68,07

0,9766 | 0,1464| 0,6176| 0,6507| 0,8840| 0,7418| 0,7354 | 1,0493| 63,53 | 68,57 | 70,30

B: Blanco; E: Ensayo; C.C: Control de crecimiento, %C: Porcentaje de crecimiento.

Fuente: Registro de Laboratorio

Jonnathan Paul Guayas Guaman
Patricio Israel Lazo Burga
51



& -_v_;;.:_.

5E% UNIVERSIDAD DE CUENCA

3.5 Determinacién de la concentracion minima inhibitoria de Artemisia absinthium por

el método de microdilucién frente a E. coli 25922

Los promedios de las absorbancias de los 3 ensayos realizados por microdilucion se detallan

en la tabla 14, donde se observé que ninguna dilucién del extracto usado present6 inhibicién,

ya gue el porcentaje de crecimiento bacteriano supero el 20% en todas las concentraciones,

obteniéndose rangos entre el 64% al 79%. Los valores de cada ensayo obtenidos del lector

de placas de microdilucion y coeficientes de variacion se detallan en los anexos 11, 12, 13.

Tabla 14. Porcentaje de crecimiento de E. coli ATCC 25922 frente a diferentes

concentraciones del extracto de Artemisia absinthium.

pg/mi B

E1l

E2

E3

CC1

CC2

C.C3

%C 1

%C 2

%C 3

500 0,2343

0,7400

0,7588

0,6910

0,6326

0,7158

0,5989

79,93

73,27

76,26

250 0,2033

0,6578

0,7708

0,6634

0,6326

0,7158

0,5989

71,83

79,28

76,83

125| 0,1823

0,6354

0,6471

0,6497

0,6326

0,7158

0,5989

71,61

64,94

78,05

62,5| 0,1717

0,6365

0,6514

0,6381

0,6326

0,7158

0,5989

73,48

67,02

77,89

31,25| 0,1673

0,6129

0,6058

0,6439

0,6326

0,7158

0,5989

70,43

61,25

79,57

15,625 0,1590

0,6005

0,6300

0,6210

0,6326

0,7158

0,5989

69,79

65,81

77,15

7,8125| 0,1553

0,5984

0,6081

0,5866

0,6326

0,7158

0,5989

70,03

63,26

72,01

3,9063 | 0,1563

0,6074

0,6753

0,5693

0,6326

0,7158

0,5989

71,30

72,50

68,96

1,9531| 0,1550

0,5906

0,6900

0,5867

0,6326

0,7158

0,5989

68,86

74,75

72,09

0,9766 | 0,1520

0,5838

0,5955

0,5714

0,6326

0,7158

0,5989

68,25

61,96

70,04

B: Blanco; E: Ensayo; C.C: Control de crecimiento, %C: Porcentaje de crecimiento.

Fuente: Registro de Laboratorio
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DISCUSION
El porcentaje de rendimiento de Uncaria tomentosa fue del 15,5%, este resultado es
comparable al estudio realizado por Vargas (2000). quien obtuvo un rendimiento de
12,25%, esto se debe que el autor mencionado realizé una maceracion por 3 dias en
medio acido lo que favorece la extraccibn de metabolitos como los alcaloides, pero

disminuye la extraccién de otros principios activos como lo menciona el mismo autor.

El porcentaje de rendimiento de Piper aduncum fue del 6,64%, marcando una diferencia
significativa con el estudio realizado por Melgarejo (2006) quien obtuvo un rendimiento
del 16,9%, lo que puede ser atribuido a diferentes variables, como la distribucién
geogréfica y el tiempo de maceracién ya que se la realizé por un periodo de 96 horas.
Se concluye que el rendimiento de la extraccion esta relacionado directamente al
método de extraccion empleado, la especie vegetal, el suelo, la altitud, el tamafio de

particula, entre otros factores como lo indica Naranjo (2013).

En cuanto al porcentaje de rendimiento de Artemisia absinthium fue del 10,01%, este
resultado es comparable al estudio Azuero (2014), que obtuvo un rendimiento del 7,6%,
el cual realiz6 una doble maceracion de 72h y 48h con metanol, se tomé en cuenta el
estudio de Carrién (2010) en el que evidencié que no existen diferencias significativas
en la rendimiento del extracto etandlico frente al metandlico a pesar que la diferencia no
es significativa el mayor porcentaje de rendimiento se puede atribuir a condiciones

climaticas, geograéficas.

En el tamizaje fitoquimico de los diferentes extractos, se observé que los metabolitos
secundarios de Uncaria tomentosa identificados en el macerado son comparables con
estudios realizados por Romero (2014) y Dominguez (2010), en los cuales se evidencia
la similitud de los resultados, teniendo en cuenta que segun la bibliogréfica consultada
la actividad antibacteriana es atribuida a los alcaloides presentes en dicha planta,

confirmando su existencia en este estudio.

En el caso de los metabolitos secundarios de Piper aduncum se observé que existe una
relacién con estudios fitoquimicos realizados en la mayoria de los casos como Arroyo
(2010) y Vasquez (2015), en donde los metabolitos secundarios como alcaloides,
flavonoides y taninos se confirmaron, demostrando su presencia en esta investigacion,
sin embargo, para el grupo de saponinas no fueron evidenciadas aplicando el ensayo
de la espuma a diferencia de los autores ya mencionados en donde se encontrd una
cantidad leve de estos compuestos, teniendo importancia ya que estudios como el

realizado por Jaramillo (2016) indica que la presencia de saponinas presentan un riesgo
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elevado de citotoxicidad. La presencia de resinas al ser compuestos insolubles en agua
y solventes polares, se atribuye a que, segun Ordofiez (2016) las resinas son
susceptibles a ser arrastradas por el solvente durante la maceracion a pesar de ser

insolubles en este.

En cuanto a los metabolitos secundarios de Arthemisia absinthium se compar6 con
investigaciones realizadas por Sagastegui (2015) y Daza (2018), que la especie de la
planta utilizada presenta similitud en cuanto a los metabolitos secundarios, teniendo
como discrepancias la presencia de lactonas, que en este estudio no fueron
evidenciadas, lo cual podria atribuirse a que las lactonas sesquiterpénicas y triterpenos
presentan escasa solubilidad en solventes polares como lo indica Ruiz (2015),
mencionando que ademas estas presentan los mayores efectos farmacoldgicos como

antibacteriano, antiviral, antiinflamatorio entre otros.

En cuanto a la MIC de Uncaria tomentosa se determiné que es de 625 pg/ml, dicho valor
no corresponde a la bibliografia consultada ya que Fernandez (2017) present6 un valor
de 50 pg/ml siendo la variante de este, la maceracion ya que la realiz6 en el transcurso
de 10 dias, mientras que, Floreano (2015), obtuvo un MIC de 300ug/ml con una
maceracion de 5 dias, Se debe tener en cuenta que estos valores pueden ser diversos
ya que Uncaria tomentosa y especificamente los alcaloides como uncarina F,
pteropodina y mitrafilina, que se les atribuye la propiedad antibacteriana detallada en la
bibliografia, varian en gran medida dentro de la misma especie, dependiendo del tipo
de suelo en donde se cultiven, ademas de factores como la altitud segun lo indica el
autor Dominguez (2010), ya que su estudio se basé en la cuantificacion de alcaloides
modificando las variables de altura y localizacion, por lo que se puede determinar que
Uncaria tomentosa, presenta un poder bactericida frente a E. coli cepa ATCC 25922

siendo la dosis efectiva variable dependiendo de la localizacion.

En cuanto a la actividad antibacteriana de Piper aduncum, en este estudio no se logré
determinar una MIC, ya que el extracto de la planta utilizada presenté un crecimiento
bacteriano entre 61-71%, lo cual no concuerda con la bibliografia revisada ya que segun
Yanez (2014); indica que el macerado etandlico de Piper aduncum inhibe el crecimiento
de E. coli a una concentracion de 5000 pg/ml, sin embargo, hay que tener en cuenta
que este estudio se lo realiz6 utilizando un macerado de 3 dias. Otro estudio realizado
por Zuta (2014), establece que el macerado etandlico de 3 dias y sin agitacion no tiene
efecto bactericida frente a E. coli, por lo que se puede concluir que las variables como
el tiempo de maceracion y solvente utilizado influye directamente en la cantidad de los

metabolitos secundarios presentes del extracto, como se mencioné anteriormente el
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efecto antibacteriano de dicha planta se le atribuye principalmente a los flavonoides
como hidrochalconas y a cumarinas como cromonas que presentaban efecto
antibacteriano frente a S. aureus y E. coli como lo indica Yanez (2014) y Lents (1998);
ademas de presentar resinas que al ser insolubles y estar presentes en el extracto
etandlico seco, no garantizan la fiabilidad de la concentracién de la solucion stock.

En cuanto a la actividad antibacteriana de Artemisia absinthium, se evidencié que no
posee un efecto bactericida, ya que el rango de crecimiento bacteriano se encontré entre
64-79%, esto no concuerda con la bibliografia dado que un estudio realizado por Azuero
(2014), indica que el extracto etandlico de Artemisia absinthium tiene actividad
antibacteriana media, pero no detalla la concentracion usada; por lo que no es
comparable con este estudio. Alvarado (2010) establece que el extracto hidroalcohdlico,
no posee efecto antibacteriano frente a E. coli a concentraciones hasta 8000 mg/ml;
haciendo énfasis en la influencia de la latitud sobre la actividad antibacteriana de
Artemisa absinthium y otras plantas, que si bien, no presentaron actividad frente a E.
coli; si tuvieron efecto bactericida frente a S. aureus, siendo esta mayor en plantas que
crecen a una menor latitud, asi lo confirma también un estudio realizado por (Zhang,
2017), el cual evidencié la mayor expresion de metabolitos secundarios en plantas del
género Artemisia que crecen a una latitud menor. Ademas, Ceroén (2018) afirma que los
efectos farmacoldgicos se deben principalmente a los terpenoides como tuyona,
terpinen, linalol, lenol, geraniol los cuales se les asocia a propiedades antibacterianas
tanto para bacterias Gram positivas y negativas. Se debe tener en cuenta que dicha
planta presenta componentes toxicos, por lo cual no es recomendable su uso en
fitomedicina, pero no deben descartarse dado al numero de moléculas
farmacologicamente activas, por lo que se recomendaria el aislamiento de estas

sustancias.

Segun los coeficientes de variacion incluidos en los anexos 5 al 13 de las absorbancias
obtenidas en cada uno de los ensayos se observd una variacion menor al 15% que
segun afirma Gil (2016) el coeficiente de variacion comprendido entre el 5 al 15% se
denomina como errores menores, esto se debe a la dificultad de trabajar con volimenes

pequefios en la técnica empleada en este estudio.
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CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en el presente estudio “Evaluacion in vitro de la actividad
antibacteriana de los extractos etandlicos de Uncaria tomentosa; Piper aduncun;
Artemisa absinthium frente a E. coli ATCC 25922"es posible plantear las siguientes

conclusiones:

- Se realizé la extraccion de los principios activos presentes en la corteza de
Uncaria tomentosa y hojas de Piper aduncum y Artemisa absinthium por el
método de maceracion usando como solvente etanol 96% obteniendo un
rendimiento de: 15,5%, 6,64% y 10,01% respectivamente.

- Se identificaron los principales metabolitos secundarios presentes en los
extractos vegetales de Uncaria tomentosa (Catequinas, saponinas, flavonoides,
lactonas, antocianinas, alcaloides, taninos y fenoles), Piper aduncum (Resinas,
flavonoides, lactonas, antocianinas, alcaloides, taninos y fenoles) y Artemisia
absinthium (Catequinas, resinas, saponinas, flavonoides, antocianinas,
alcaloides, triterpenos, taninos y fenoles) usando reacciones -cualitativas
especificas.

- Selogré evaluar la actividad antibacteriana de los extractos vegetales obtenidos
frente a E. coli ATCC 25922, aplicando el método de microdiluciéon en placa,
obteniendo una MIC de 625 pg/ml para Uncaria tomentosa; mientras que Piper
aduncum y Artemisa absinthium presentaron una leve disminuciéon en el

crecimiento bacteriano.
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RECOMENDACIONES
De acuerdo a la experiencia obtenida en la realizacion de este Trabajo de Titulacién, se
sugiere tomar en cuenta las siguientes sugerencias para realizar la técnica de la

microdilucion.

- Para la extraccion se sugiere realizar maceraciones sucesivas o0 en su defecto,
usar métodos de extraccion mas sofisticados como la extraccion con fluidos
supercriticos, con el fin de mejorar la eficiencia y el rendimiento de la extraccion.

- Se sugiere utilizar extractos libres de clorofila utilizando métodos como filtracién
con carbon activado o cal, para evitar interferencias entre el color del extracto y
el color del medio de cultivo en el momento de utilizar el lector de placas de

microdilucion.
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ANEXOS

Anexo 1. Tratamiento de la materia prima.

vty
L

Fuente: Registro de Laboratorio.

Anexo 2. Proceso de maceracion y agitacion con el agitador horizontal “Shaker”.

Fuente: Registro de Laboratorio.

Anexo 3. Tamizaje fitoquimico a realizar en los extractos etandlico de las plantas.
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Fuente: Los autores/ (Morén, Et al, 2008).

Metabolito Procedimiento Interpretacion
Secundario
Con un capilar de vidrio, tomar una gota
del extracto, colocar sobre un pedazo de | La formacién de una
. papel filtro, afiadir carbonato de sodio | mancha verde carmelina
Catequinas | o hre Ia mancha formada y observar | indicara el ensayo como
bajo luz UV de onda larga. positivo.
Resinas
2 ml del extracto + 10 ml de agua | El ensayo es positivo
destilada; agitar y fuertemente. cuando hay presencia de
un precipitado.
Saponinas 1 ml de extracto + 5 ml de agua destilada | EI ensayo es positivo
(Ensayo de | a 40°c, dejar reposar por 20 minutos y | cuando se observa la
la espuma) agitar fuertemente durante 5 minutos. formacion de espuma
persistente por mas de 15
minutos.
Flavonoides | 1ml del extracto + magnesio en polvo o
cinta de magnesio + 1ml de HCI|El ensayo es positivo
(Ensayo de | concentrado, dejar reposar 5 minutos y | cuando la fase del alcohol
Shinoda) luego agregar 1ml de alcohol amilico. amilico se colorea de
amarillo, rojo, naranja o
violeta
Lactonas El ensayo es positivo
cuando se da un cambio
(Ensayo de | 2 ml del extracto + 1 ml del reactivo de | oy |2 coloracién o
Baljet) Baljet, formacion de un
precipitado.
Antocianinas | 2 ml del extracto + 1 ml HCI concentrado,
dejar enfriar y afiadir 1ml de alcohol | EI ensayo es positivo
amilico + 1ml de agua destilada; dejar | cuando la fase amilica se
reposar hasta que se separen las fases. | torna de un color rojizo.
El ensayo es positivo
Alcaloides 2ml extracto+ 2ml de reactivo de Hager. | cyando se da la
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(Ensayo de

Hager)

formacion de turbidez o
un precipitado

Triterpenos

2 ml del extracto + 1 ml de anhidrido

El ensayo es positivo

(Ensayo de | acético + 1 ml de cloroformo, | cuando se da un cambio
Liebermann- | homogenizar y enfriar a bafio de hielo; | de color a azul, rojo o
Buchard.) agregar 3 gotas de A&cido sulfrico | anaranjado.

concentrado.

1 ml del extracto vegetal + 1 ml de | El ensayo es positivo si
Taninos formaldehido + 3 gotas de HCI|se forma un precipitado

concentrado, calentar a bafio Maria a | color rojo.

70°c por 1 minutos.
Fenoles 2 ml del extracto + 2 ml de cloruro férrico

5%. El ensayo es positivo
(Ensayo del cuando se da un cambio
Cloruro de coloracion a rojo vino,
Férrico) azul o negro.

Anexo 4. Proceso de siembra en placas de microdilucion.

Fuente: Registro de Laboratorio.

Jonnathan Paul Guayas Guaman
Patricio Israel Lazo Burga

69



jgl. UNIVERSIDAD DE CUENCA
E.».,.;n:i?-

Anexo 5. Absorbancias obtenidas en el primer ensayo de microdilucidon con extracto
de Uncaria tomentosa.

Conceniracin 1250 65 | 325 | 15625 | 78125 | 30625 | 195313 | 9766 | 4gaps | ConWolde | Coniolde
{ugfml) Esteriidad |Crecimiento
1474 | 1200 | 102 | 0916 | 08w | 08/ | 089 | 079 | 0831 | 028 | 03
1464 | 1193 | 0981 | 0909 | 0885 | 085 | 08% | 084 | 0843 | 029 | 0749
1557 | 114 | 035 | 052 | 0897 | 085 | 0873 | 0814 | 0858 | 0281 | 0743
1504 | 1061 | 0% | 088 | 085 | o08% | 0843 | 086 | 0812 | 028 | 0782
1452 | 1147 | 09% | 0916 | 074 | 083 | 08% | 0799 | 083 | 0292 | 0772
1597 | 1149 | 09% | 085 | 0889 | 08% | 085 | 0516 | 035 03 0776
1508 | 1158 | 0933 | 0905 | 0928 | 085 | 0812 | 0812 | 085 | 032 | 0055
14 | 0993 | 053 | 034 | o024 | 0211 | 0138 | 0029 | o042 | 0308 | 0929
152 118 097 092 029 085 08 051 053 0129 075
Desviacion
Esténdar 0.05 0.06 0,03 0.04 002 0,02 0.02 0.1 0.1 0,02 0.01 003
Coeficiente de
Variacion 264 ss| 253 167 150 268 2 139 135 196 48 11

Anexo 6. Absorbancias obtenidas en el segundo ensayo de microdilucion con extracto

Fuente: Registros de Laboratorio.

de Uncaria tomentosa.

‘oncentracion Control de Cuntr.nllde
2500 1250 625 25 | 15625 | 78,125 | 39,0625 | 195313 | 97656 | 40828 | Crecimien
{pglml) ' ' ' ! ' ! ' Esterilidad o
A 1,554 1,224 0,971 0,86 0,902 0,846 0,582 0,825 0,522 0,286 0,77 |40
B 1,456 1171 0,943 0,355 0,894 0,932 0,359 0,799 0,533 0,28 0,773| 405
C 1,599 1,172 0,929 0,846 0,582 0,356 0,573 0,812 0,796 0,28 0,736 405
D 1424 1,009 0,995 0,573 0,816 0,355 0,871 0,82 0,854 0274 0,75/ 405
E 143 1,118 0,86 0916 0,855 0,365 0,862 0,833 0,313 0,285 [, 744|405
F 1,48 1,161 1,033 0,907 0,816 0,853 0,853 0,795 0,802 0,204 [,745| 405
G 1,540 1,186 0,865 0,333 0,853 0,848 0,549 0915 0,82 0,309 0,804 405
H 145 1,05 0,540 0,33 0,275 0,221 0,19 0,123 0,121] 0323 1,108 405
ledia 1,50 1,16 094 0,58 0,86 087 0,86 0,83 082 0,29 0,76
Desyiacion
Estandar 0,08 0,07 0,04 0,06 0,03 0,03 0,03 0,M 0,04 0,02 0,0 0,02
woeficiente de
Variacion 440 457 3,60 6,86 3,02 407 349 1,36 489 238 4 04 31

Fuente: Registros de Laboratorio.
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Anexo 7. Absorbancias obtenidas en el tercer ensayo de microdilucion con extracto de
Uncaria tomentosa.

Control | Control
Concentraci 1250 | 625 | 25 | 15625 | 78425 | 39,0625 | 10,5313 | o7ese | 4888 | 9 | 9
on [pgiml] Esterilid | Crecimi
ad ento
A 1474 | 1201 102 | 0915 | 0297 | og7e | ogse | o7ee | o831 | 0289 | o77s e
B 1464 | 1193 | 0981 | oo | 0885 | 0853 | o0gs4 | 0824 | 0843 | 029 | o74e |eos
e 1557 | 1114 | 085 | 0972 | 0897 | 085 | 0873 | 0814 | 0858 | 0281 | 0743 |#%
D 1594 | 1181 | 082 | 0878 | 085 | 0832 | 0843 | 08% | 0812 | 0285 | 0762 |#0s
: 1452 | 1147 | 0959 | 09816 | 0874 | 0834 | 085 | 0799 | 0823 | 0292 | 0772 |4%
F 1597 | 1149 | 0996 | 0955 | o0g88e | o082 | og7s | o816 | nges 0,3 0,776 |45
G 1508 | 1158 | 0933 | 0905 | 0878 | 0854 | 0872 | 0812 | 085 | 0372 | 0705 |eos
= 139 | 0885 | 053 | 0329 | 0274 | 0216 | 0485 | 0123 | 0472 | 0304 | 07e2 |sos
Nedia 181 1,52 1,16 057 0,52 0,89 085 0,86 0,81 023 0,29 0,75
Desviacion
Estandar 005 0,06 0,03 004 0,02 0,02 002 0,01 o.M 002 0,01 0,03
Coeficiente de
Variacion 264 405 2,53 367 1,80 2,68 206 1,39 1,35 106 463 3,33

Fuente: Registros de Laboratorio.

Anexo 8. Absorbancias obtenidas en el primer ensayo de microdilucién con extracto
de Piper aduncum.

Control | Control
i oy 250 125 | 625 | 3125 | 15625 | 78125 | 39063 | 19531 | og7e | 95 | 9
on (pgiml) Esterilid | Crecimi
ad ento
A 0s38]  o0s18]  o0s14]  oszs| 083 084 [
B 0519] 053] o572l oe38]  os3z]  o0ser]  0s4d
C 0678] 0s4d] o05ee]  oszr]  osog] 0603 0BT
D 0603] el  o0612] 0643 053] 0614 0633
E 05625]  o0s572]  0815] 0825  o0s02] 0817 0619
F 0593] o577 0659 0,61 0,589
G [ 0645] 0632 0,591
H j‘—%ﬂ 0547] 0653 0634
Media 0,60 0,51 061 053 052 028 074
Desviacion
Estindar 0,02 0,07 0,06 0,05 0,05 0,03 0,04 0,03 0,02 0,02 0,00 0,02
Coeficiente
de Variacion 34| 1082 5,99 837 818 567 168 551 279 3,31 178 254

Fuente: Registros de Laboratorio.

Anexo 9. Absorbancias obtenidas en el segundo ensayo de microdilucion con extracto
de Piper aduncum.
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0,148  0146[ 0146

Media AT AT AT AT A AT AT AT Al 074

Estandar 002 o02] 003 om| 003 o[ o0g2| 002 003 0p2  om|  0p2
Coeficiente

deVariacion| 282 286 3w 173 38| mer| as4]l agr] 43| 28l 281 20

Fuente: Registros de Laboratorio.

Anexo 10. Absorbancias obtenidas en el tercer ensayo de microdilucién con extracto
de Piper aduncum.

Concentraci
on (pgiml)

0143 0,145 014s] 0158 0183
Media 0so] o080 o8]  oso[ o080  o0@s] 085 083  088] 0.8

Estandar 0,05 0,05 0,03 0,03 0,02 0,03 0,03 0,04 0,04 0,06 0,03 0,03

de Variacion 5.20 5,51 3,02 3,62 2,25 3,93 3,83 427 471 6,75 10,1 3,20

Fuente: Registros de Laboratorio.
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Anexo 11. Absorbancias obtenidas en el primer ensayo de microdilucion con extracto
de Artemisia absinthium.

Fuente: Registros de Laboratorio.

Control | Control
Concentraci de de
on(ughm) | 5 250 125 625 | 3125 | 16625 | 78125 | 39063 | 19631 | 09766 | .| o
ad ento
A 0789 | 0747 | 0854 | 0852 | 0589 | 0801 | 0538 | 0602 | 0524 | 0596 | 0273 | 0G22_|4s
B 0759 | 0552 | 054 | 0541 | 0484 | 0529 | 0559 | 0518 | 0545 | 0624 | 0281 | DAB |40
E 0721 | 0882 | 062 | 059 | 0588 | 0555 | 0604 | 0609 | 0596 | 0625 | 0282 | 0492 |40
D 0731 | 0573 | 05 | 0592 | 0817 | 057 | 0572 | 0603 | 0587 | 0574 | 0278 | 0569 |40
E 0717 | 0B89 | 0842 | 089 | 061 | 0822 | 0583 | 0584 | 0584 | 0539 | 0282 | D472 |40
F 0704 | 0B71 | 0865 | 0BB1 | 0509 | 0569 | 062 | 0588 | 0571 | 0592 | 0275 | DGB1 |4
G 0749 | 0582 | 055 | 0537 | 0845 | 0599 | 0598 | 0646 | 0554 | 0549 | 0281 ]
Blanco 075 | 0788 - 0829 | 0761 | 0759 | 0713 | 0708 | 0784 | 0571 | 0778 &ws
Media 0,74 054 [ 061 0,59 0,58 058 1,59 057 0,59 0,28 0,59
Desviacion
Estandar 0,03 0,07 0,05 0,06 0,05 0,03 0,03 0,04 0,03 0,03 0,00 0,13
Coeficiente
de Variacion 395 1138 877 5,85 B85 5 45 483 BS2 459 578 129) 2188

Anexo 12. Absorbancias obtenidas en el segundo ensayo de microdilucién ensayo con
extracto de Artemisia absinthium.

Control | Control
e 15625 | 7,8125 | 39063 | 1,953 | 09766 |_ 9 =
Esterilida|Crecimie
d nto
0583 | 0688 | 0695 | 0268 [ 064 |+
0,552 ] 0613 | 0775 | 0583 | 0282 | 0556 |+
0629 | 0602 | 0794 | 0792 | 0F8 0,286 046 |4
05 0698 | 0636 | 0787 | 0541 | 0285 | 0446 |
0639 | 0635 | 062 | 0762 | 0842 | 0553 | 0287 | 0623 |
0653 | 0825 | 0624 | 0701 | 0603 | 0609 | 0.283 | 0,636 |
0541 | 0501 | 0514 | 0615 | 0761 | 0482 | 047 0,287 a0t
Blanco 052 | 0659 | 0652 | 0616 | 0424 | 0572 | 0551 | 0633 | 0307 a0
0.67 0,65 0,60 0,63 0.51 0,69 0.71 0.59 0.28 0,60
Desviacion
Estandar 0,04 0,12 0,07 0,09 0,08 0,13 0,05 0,08 0,13 0,08 0.01 0,12
Coeficiente
de Variacion 488 1504|1108 1359) 1261  19.78 905 1199 1802 1343 237 19,92

Fuente: Registros de Laboratorio.
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Anexo 13. Absorbancias obtenidas en el tercer ensayo de microdilucién con extracto

de Artemisia absinthium.

Control | Control
de de
39063 | 19531 | 09766 Esterilida| Crecimie
d nto
0581 | 0511 | 08537 | 0268 | 0064 |45
0552 | 0552 | 0576 | 0276 | 0586 |+
0593 | 0276 | 046 s
0592 | 0274 | 0446 |5
0,623 0555 | 0281 | 0623 |
0.285 405
G , 0594 | 0563 | 0541 | 0485 | 0485 | 0548 | 0569 | 0304 415
Blanco | 0236 | 0208 | 0183 | 0175 | 0167 | 016 | 0156 | 0159 | 0154 | 0149 | 0,286 415
Media 069 066 065 o064 oed][ 062 059 057 089 057  028] (060
Desviacion
Estandar 003 005 004 005 005 005 008 004 006 002 001 012
Coeficiente
deVariacion|  444) 816|644 725) 777|748 1326 715 1097 351 415 19,92
Fuente: Registros de Laboratorio.
Anexo 14. Absorbancias de blancos obtenidas en el ensayo de microdilucion.
1 2 3 4 5 6 i 8 9 10 11 12
A 0932 | 0568 | 046 | 042 [ o264 | o7 [ 0188 | 047 | o141 | 0447
E 0904 | 0544 | 0433 | 0383 | 0274 | 0216 | 0985 | 04185 | 0147 | 0152
C 0239 | 04191 | 0183 | 017 | 086 [ 0158 | 0454 | 0154 | 04156 | 0453 | 0153 | 0149
D 0228 | 0203 | 0981 | 047 | 0989 | 0159 | 0456 | 01% | 0455 | 0464 | 04159 | 0,151
3 0216 | 0195 [ o048 | o471 [ o165 | 0455 | 0455 | 0451 | 0157 | 0454 | 0150 | 045
F 013 | 0149 | 0451 | 0183 | 0455 | 0458 | 0453 | 0454 | 0454 [ 0454 | 04158 [ 04148
G 0136 | 0143 | 0145 | 0151 | 0154 | 0152 | 0453 | 0153 | 0455 | 0453 | 0455 | 0159
f 013 | 0143 | 0146 | 0143 | 015 [ 0146 | 04146 | 0146 | 0145 | 0147 | 0149 | 0147

Ay B: Uncaria tomentosa; C, Dy E: Piper aduncum; F, G y H: Artemisia absinthium

Fuente: Registros de Laboratorio.

Jonnathan Paul Guayas Guaman
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GALERIA DE FOTOS

Ensayo para identificar catequinas visto bajo luz UV de onda larga.

A: Artemisia absinthium; B: Piper aduncum; C: Uncaria tomentosa.
Fuente: Registro de Laboratorio.

Ensayo para identificar resinas.

A: Uncaria tomentosa (-); B: Piper aduncum (++++); C: Artemisia absinthium(-).

Fuente: Registro de Laboratorio.

Jonnathan Paul Guayas Guaman
Patricio Israel Lazo Burga
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Ensayo para identificar saponinas.

. A: Uncaria tomentosa (++); B: Piper aduncum (-); C: Artemisia absinthium (+).
Fuente: Registro de Laboratorio.

Ensayo para identificar lactonas.

. A: Uncaria tomentosa (+); B: Piper aduncum (-); C: Artemisia absinthium (-).

Fuente: Registro de Laboratorio.

Jonnathan Paul Guayas Guaman
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Ensayo para identificar antocianinas.

. A: Uncaria tomentosa (+); B: Piper aduncum (-); C: Artemisia absinthium (-).
Fuente: Registro de Laboratorio.

Ensayo para identificar alcaloides.

A: Uncaria tomentosa (+++); B: Piper aduncum (++); C: Artemisia absinthium (++).

Fuente: Registro de Laboratorio.

Jonnathan Paul Guayas Guaman
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Ensayo para identificar triterpenos.

— = el — e ——

. A: Uncaria tomentosa (++); B: Piper aduncum (-); C: Artemisia absinthium (+).
Fuente: Registro de Laboratorio.

Ensayo para identificar taninos.

A: Uncaria tomentosa (+); B: Piper aduncum (++++); C: Artemisia absinthium (+).

Fuente: Registro de Laboratorio.

Jonnathan Paul Guayas Guaman
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A: Uncaria tomentosa (++); B: Piper aduncum (+); C: Artemisia absinthium (+).
Fuente: Registro de Laboratorio.

Materiales usados para realizar la técnica de microdilucién en placa.

Fuente: Registro de Laboratorio.

Jonnathan Paul Guayas Guaman
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