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Resumen

Las saponinas son metabolitos secundarios, que se encuentran en diversas
especies de plantas, las cuales pueden ser clasificadas de acuerdo a la
estructura esteroidal o triterpénica que estas posean. A lo largo de la
historia, varios estudios han demostrado que estdn estrechamente
relacionadas con los mecanismos de defensa de las especies vegetales y
gue son agentes bioactivos bastante promisorios para futuras

investigaciones.

El fruto de la especie Cucumis dipsaceus “cojon del diablo” ha sido objeto
de este estudio, llegandose a demostrar la presencia de saponinas en su
composicion fitoquimica. Estos frutos fueron sometidos a tratamiento con
solventes organicos con la finalidad de extraer en su totalidad el contenido
de saponinas, realizandose una primera extraccion etandlica vy

posteriormente una purificacion butandlica/acuosa.

Este extracto butandlico se le aplicO 3 ensayos de identificacion para
determinar la presencia de saponinas, dando como resultado en los 3

ensayos: “Positivo” para saponinas esteroidales.

Con la identificacion de las saponinas en el extracto, este fue sometido a
una evaluacion anti fangica frente a Aspergillus niger con el método de
difusion en pozos a diferentes concentraciones de 10%, 25%, 50% y 75%
en relacion P/V del extracto butandlico en DMSO ademas de sus controles

positivo y negativo, respectivamente.

Vi



Se obtuvieron resultados de inhibicibn completa en el control positivo
(Fluconazol 1mg/mL) y crecimiento del A. niger en el control negativo y las
diferentes muestras a distintas concentraciones, sin formacién de halos de
inhibicién; sin embargo, se observa que el extracto NO inhibi6 el
crecimiento micelial, pero Sl inhibié la esporulacién del hongo en estudio.
Llegando a la conclusion de que las saponinas obtenidas del extracto
butandlico del fruto Cucumis dipsaceus si presenta una ligera actividad

biolégica frente Aspergillus niger.

Palabras claves: Cucumis dipsaceus, Saponinas, Aspergillus niger,

Evaluacion antifangica.
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Abstract

Saponins are secondary metabolites, found in various plant species, which
can be classified according to the steroidal or triterpenic structure they
possess. Throughout history, several studies have shown that they are
closely related to the defense mechanisms of plant species and that they

are quite promising bioactive agents for future research.

The fruit of the species Cucumis dipsaceus "cojon del diablo" has been the
subject of this study, and the presence of saponins in its phytochemical
composition has been demonstrated. These fruits were sometimes treated
with organic solvents in order to fully extract the saponin content, performing
a first ethanolic extraction and subsequently a butanolic / aqueous

purification.

This butanolic extract was applied 3 identification tests to determine the
presence of saponins, resulting in the 3 tests: "Positive" for steroidal

saponins.

With the identification of the saponins in the extract, this was sometimes an
anti-fungal evaluation against Aspergillus niger with the diffusion method in
wells at different variations of 10%, 25%, 50% and 75% in relation P / V of
the butanolic extract in DMSO in addition to its positive and negative

controls, respectively.

Results of complete inhibition were obtained in the positive control
(Fluconazole 1mg / mL) and growth of A. niger in the negative control and

the different samples at different concentrations, without formation of
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inhibition halos; however, it is observed that the extract did NOT inhibit
mycelial growth, but it did inhibit sporulation of the fungus under study.
Coming to the conclusion that the saponins obtained from the butanolic
extract of the Cucumis dipsaceus fruit do have a slight biological activity

against Aspergillus niger.

Keywords: Cucumis dipsaceus, Saponinas, Aspergillus niger, Evaluacion

antifangica.



Introduccién

Por mucho tiempo, el hombre, ha buscado la manera de evitar la
descomposicion de los alimentos obtenidos por la agricultura, es asi que
este ha llegado a controlar los factores que aceleran este proceso de
descomposicion (humedad, temperatura, radiacion UV, calor, etc);
lograndose como resultado, solo el retraso de la descomposicion y
manteniendo la calidad de sus productos por mas tiempo y aprovechar en

gran parte sus nutrientes.

Sin embargo, existen enfermedades infecciosas que han afectado la
productividad y el desarrollo de estos recursos, conllevando a grandes
pérdidas de estas materias primordiales para el hombre; ademas, de ser
una pérdida econémica bastante sustancial para un pais en crecimiento (-
muchas de estas enfermedades son causadas por hongos que llegan a
parasitar a los vegetales. Son un problema latente, pues son capaces de
invadir tejido vegetal y logran expandir su zona de crecimiento debido a su
facil reproducciéon, complicando la retencién de la enfermedad en plantas

gue no hayan sido afectadas.

Por otra parte, estas mismas infecciones flngicas que son
descomponedoras, también involucra parte de la salud publica, debido a
gue varios de estos microorganismos pueden infectar a otros seres vivos y
llegar hasta al humano quien desarrolla cuadros clinicos invasivos e

infecciones externas.



Aspergillus spp es un género de hongos que posee una gran variedad de
especies y son uno, de los agentes fitopatdgenos mas comunes que se
encuentra ampliamente distribuido en nuestro ecosistema. Debido a su
variedad y distribucién no solo llega a afectar a cultivos vegetales, sino que
existen especies oportunistas como A.niger que llegan a infectar animales
e incluso al mismo hombre provocando enfermedades como la aspergilosis;
pero también puede infectar plantas o frutos de esta; en la postcosecha,
causando pérdidas de dinero en concepto de recursos y antifingicos

sintéticos, en la industria alimentaria. 3

Es por esta razon, que se realizd esta investigacion con el objetivo de
obtener resultados de un agente antifungico de origen natural a partir del
Cucumis dipsaceus que sea Util en la probleméatica de la industria

alimentaria y salud publica.
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Capitulo |

Planteamiento del problema

1.1.-Descripcion de la realidad problemaética:

En nuestro habitat, existen muchos microorganismos, que necesitan
vivir de otro organismo (Huésped) mas grande y con un sistema de
metabolismo bastante complejo para poder sobrevivir a las diferentes
condiciones de su entorno; algunos son favorables (mutualismo vy

comensalismo) y otros son oportunistas y dafinos (parasitismo) .

Los hongos fitopatdogenos se incluyen en este ultimo grupo de
parasitos, pues muchos de estos llegan a infectar a las frutas y
verduras, llegando a dafiar al huésped y terminar matandolo. Ademas,
su facil reproduccion y propagacion hace dificil controlar la
enfermedad, perdiendo estos recursos postcosecha en la industria

alimentaria e incluso las plantas de dichos frutos.

Aspergillus niger es uno de los microorganismos causales de dichos
males en la industria alimentaria, pues este hongo provoca dafios a
diferentes especies vegetales como tomate, fresas, lechuga,
arandanos, etc. Ademas, este hongo es también un agente patdégeno
colonizante en humanos, causante de la otomicosis en pacientes
inmunoloégicamente variable como en la Diabetes mellitus, VIH,
hipogammaglobulinemia o tratados con corticoides.® Utilizandose

para estos casos antifangicos capaces de contrarrestar la
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enfermedad, sin embargo, con el uso prolongado de estos farmacos
se ha llegado a notificar cepas resistentes de Aspergillus niger frente
a la Anfotericina B e ltraconazol en paises como Cuba® e incluso
paises como Holanda y Portugal se ha alertado de la relacion de
resistencia de farmacos de uso hospitalario con azoles de uso
agricola”®; conllevando a otro problema, “La resistencia a los

farmacos”, siendo una realidad actual en todo el mundo®®.

1.2.-Formulacién del problema:

a) Problema general:

- ¢ Tiene actividad antifingica las saponinas obtenidas del fruto de

la especie Cucumis dipsaceus sobre Aspergillus niger?

b) Problemas especificos:

- ¢, Cuél es el contenido de agua en el fruto de la especie

Cucumis dipsaceus?

- ¢, Cuénto es el rendimiento de extraccion de las saponinas de la

especie Cucumis dipsaceus?

- ¢, Qué tipos de saponinas presenta la especie Cucumis

dipsaceus?

- ¢,Cudl es la concentracion minima inhibitoria (CMI) de las

saponinas para obtener un resultado antimicético frente A. niger?

13



1.3.- Justificacidn e importancia

El estudio de saponinas, en la actualidad, es muy escaza, ademas
de un campo poco explorado en nuestro pais, aunque en el pasado
existan evidencias de la actividad antifingica de las saponinas

obtenidas de diferentes especies.

Es por eso que, a partir de estos conocimientos bésicos e
informacion de actividad bioldgica, se pretende evaluar la actividad
antifingica de las saponinas extraidas del Cucumis dipsaceus

frente al hongo fitopatdgeno Aspergillus niger.

La necesidad de encontrar diferentes alternativas terapéuticas que
puedan controlar la enfermedad y reducir el crecimiento de este
patdogeno, da la pauta para ser oportuno este trabajo de
investigacion con respecto a su actividad antifungica del “cojon del

diablo” (Cucumis dipsaceus).

Dejando evidencia importante, para posteriores estudios; con la

finalidad de encontrar un posible resultado favorable.

1.4.- Objetivos de la investigacion

a) Objetivo general. -

- Determinar la actividad antifingica de las saponinas obtenidas del

fruto Cucumis dipsaceus frente Aspergillus niger.
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b) Objetivos especificos. -

-Determinar el contenido de agua del fruto de Cucumis dipsaceus.

-Hallar el rendimiento de extraccion de las saponinas de la especie

Cucumis dipsaceus.

-Determinar el tipo de saponina presente en el fruto Cucumis

dipsaceus

-Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de las

saponinas del Cucumis dipsaceus frente Aspergillus niger.

1.5.- Hipotesis y variables

a) Hipotesis general

Las saponinas obtenidas del fruto Cucumis dipsaceus presenta

actividad antifangica frente el Aspergillus niger.

b) Hipotesis especificas

- El contenido de agua supera el 50% del peso neto del fruto

- El rendimiento de la extraccion es aproximadamente del 5% del

peso neto de la muestra utilizada.

- El fruto de la especie Cucumis dipsaceus presenta saponinas

triterpenoidales.
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- La concentracion minima inhibitoria (CMI) de las saponinas

obtenidas del fruto Cucumis dipsaceus frente a Aspergillus niger

es de 25%

b) Variables y operacionalizacion

Variables Indicador indice
Independientes | Saponinas Unidades % P/V | Concentracion
Porcentual
Dependientes | Actividad Halos de Diametro en
antifingica inhibicion cm

Tabla 1.-Operacionalizacion de las variables
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Capitulo li

BASES TEORICAS

2.1.-Antecendentes de la Investigacion

Los compuestos fitoquimicos han servido esencialmente para ser el
pilar de nuevas generaciones de farmacos y para la elaboracion de
nuevas e importantes compuestos sintéticos, las cuales hoy en dia se

usan en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética.

Verastegui M. (Mexico,1995). Evaluo la actividad antifingica de 20
extractos vegetales sobre hongos filamentosos, levaduriformes y
actinomicetos. Hallandose que la planta rica en contenidos de
saponinas como el Agave lechuguilla, posee una mayor actividad
antifngica sobre la gran mayoria de cepas en estudio con

concentraciones de 3.3mg/mL a 12mg/mL. @0

Gomez J., et al. (Mexico,2001). Estudiaron la planta Dioscorea
composita por su contenido rico en saponinas, con la finalidad de
poder encontrar un principio activo capaz de contrarrestar estos
agentes infecciosos: Trichoderma sp, F. moniliforme, Fusarium sp
y Mucor sp. Pusieron a prueba dos fracciones metandlicas obtenidas
por cromatografia de columna, en donde resaltaba la presencia de
saponinas espirostandlicas (dioscina) y saponinas furostandlicas,
respectivamente. HallAandose que ambas fracciones poseen actividad

antifangica y el microorganismo mas sensible es F.moniliforme, sin
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embargo, resaltaba la Dioscina (Fraccién 1) que era la mas activa

como agente antifiingico con una concentraciéon de 200 ug/mL.@%

De Lucca A., et. al. (USA,2002). Determind la eficacia antifingica del
CAY1, una saponina extraida de la planta Capsicum frutescens;
frente a cepas de Candida albicans, Pneumocystis carinii y
también frente a las especies del genero Aspergillus: A.flavus,
A.fumigatus, A. parasiticus y A.niger. Obteniendo resultados para
A .flavus una DLgs de 12.5 uM; para el A.fumigatus se hallé una DLgs
de 4 uM siendo la especie mas sensible del género Aspergillus;
A.niger y A.parasiticus obtuvieron la misma DLgs de 15uM. Ademas
mostro para la especie C. Albicans una Clsg y Clgs de 3.1uM y 6.2uM,

respectivamente, y para la especie P.Carinii una Clspde 9.5uM.(?

Zamilpa A., et al. (Mexico,2002). Aislaron 5 saponinas (Sc-2, Sc-3,
Sc4, Sc-5, Sc-6) a partir de un extracto Solanum chrysotrichum
(SOSA) y midieron su actividad antifungica sobre Trichophyton
mentagrophytes (ATCC 28185), Trichophyton rubrum (ATCC
28188), Aspergillus niger (ATCC 10335) y Candida albicans (ATCC
10231). Llegando ala conclusion que todos estos compuestos poseen
actividad antifangica; sin embargo, no todas demostraron una alta
sensibilidad sobre las cepas en estudio, a excepciéon de Sc-2, Sc-3,
Sc-6 que mostraron actividad frente a todas las cepas; resaltando la

saponina Sc-2 con la mayor actividad frente a todos estos
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microorganismos, con una CMI de 12.5 ug/mL en cada uno de los

ensayos. (13

Apablaza G., Diaz M., San Martin R. y Moya E. (Chile,2002) Evaluaron
la actividad antifangica del Quillaja saponaria in situ, en parcelas de
Cucumis sativus y Cucurbita maxima duch infectadas con el hongo
Sphaeroteca fuliginea causante del oidio de cucurbitaceas. La
presencia de saponinas en esta especie se la ha relacionado con el
efecto favorable de controlar la enfermedad que varia desde 27.8%
hasta un maximo 51.8%, a diferencia de los compuestos que se
utilizan para tratar esta enfermedad como el Myclobutanil y azufre que

obtuvieron resultados de 90% y 59.6%-78%, respectivamente. 4

Macarena S. y San Martin R. (Chile,2007). Evalud la actividad
antifangica del extracto de saponinas de la quinoa (Chenopodium
Quinoa WILLD) contra el hongo Botrytis cinérea; haciendo una
comparacion entre: 1) Extracto no purificado de quinoa 2) Extracto
purificado de quinoa 3) Extracto no purificado de quinoa con
tratamiento alcalino 4) Extracto purificado con tratamiento alcalino 5)
Extracto no purificado de saponinas con tratamiento alcalino sin
incubacion térmica 6) Extracto purificado de saponinas con
tratamiento alcalino sin incubacién térmica. Concluyendo que el
extracto no purificado de saponinas tratado con un alcali (3) demostro
ser 10 veces mas activo que el extracto no purificado (1) a la misma
concentracion de 7mg/mL. Ademas se hall6 que a las mismas

concentraciones del extracto purificado tratado con un alcali (4) posee

19



15 veces mas actividad antifangica que el extracto purificado sin

tratamiento alcalino (2). 45

Tsuzuki J., et al (Brasil,2007), Investigaron la actividad antifangica del
fruto de Sapindus saponaria L. frente a las cepas del género
Candida spp que se encuentran en la flora normal de la vagina.
Extrayeron los principios activos con distintos solventes hasta la
obtencion de un crudo butandlico, el cual fue sometido a
cromatografia en columna por fraccionamiento. Estas fracciones
fueron sometidas a evaluacion antifungica, resaltando la actividad
antifangica de la fraccion “F” frente a las cepas en estudio.
Posteriormente a esta fraccion se le sometid0 por segunda vez a
cromatografia por fraccionamiento y se llegé a identificar dos
saponinas que poseia actividad antifungica frente a la cepa Candida

parapsilosis.(®)

Paredes H. y Solar M. (Peru,2007). Realizaron un estudio de la
especie Cucumis dipsaceus para determinar la presencia de
saponinas por meétodos cromatograficas (HPLC), llegando a la
conclusién que el fruto de esta especie contiene una concentracion
del 67% en saponinas, ademas gue Nno poseen azucares cCOMoO
glucosa y fructosa que estén unidas a la sapogenina del

saponosido.(17)

Regina S., et al (Brasil,2008) realizaron en este ensayo, una

elucidacién de la estructura quimica de la saponinas y derivados
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triterpenicos obtenidas por fraccionamiento de cromatografia en
columna, a partir del extracto etanolico de Swartzia langsdorfill y
evaluaron su actividad antifangica frente a Cladosporium
cladosporioides, C. sphaerospermum, C. albicans, C. krusei, C.
parapsilosis, Crytoccocus neoformans. Se identificaron 4
compuestos: 1) acido-3-O-3-glucopiranosil-(1—2)-3-D-glucopiranosil-
oleanolico 2) acido-3-soforosil-oleanolico 3) acido oleandlico y 4)
Lupeol. Los resultados determinaron que las saponinas 1 y 2
presentaba actividad antifingica moderada, mientras que el derivado
triterpénico 3 poseia una baja actividad y 4 no presentaba actividad
frente a los hongos patdégenos humanos en estudio. Sin embargo,
frente a las cepas fitopatdgenas, los compuestos 1,2,3 mostraron

actividad moderada a diferencia del lupeol que se mantuvo inactiva.

(18)

Santafe G. (2014) detalla en su articulo que un compuesto saponosido
aislado, proveniente del pepino de mar (Holothuria floridana) el
holosta 22,25-epoxi-7,9-dien-17-3R3-diol presenta una actividad
inhibitoria de crecimiento del 93.98% frente a la cepa S. sclerotium,
en comparacion del control positivo “Colizym” que demostré una
inhibicion del 99%, haciéndolo un principio activo bastante interesante

para futuras investigaciones. 19

R. Apaza, et al. (Bolivia,2016). Evaluaron la actividad antifungica del

Chenopodium quinoa Willd contra Cercospora beticola Sacc.
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principal infectante de la acelga, mediante dos métodos in situ e In
vitro. Obteniéndose resultados favorables del control de la

enfermedad a una concentracién de 5 mg/mL®%)

Barrén R.(Mexico,2016) Evalu6 la actividad antifangica de una
especie conocida por su alto contenido en saponinas, Agave
Lechuguilla, frente a varias cepas en estudio, sin embargo, la mas
resaltante fue la actividad frente al F. oxysporum que demostré una
inhibicién del 48.7 % de inhibicién de crecimiento del hongo por el

método de difusion en pozo @Y

Ahumada A., et. Al. (Colombia,2016) en su articulo de saponinas de
la quinua, refieren que el extracto metandlico derivado de la quinua,
poseen compuestos familiarizados a la hederagenina, acido
oleandlico vy fitocalgénico; que poseen actividad antifangica frente al

Candida albicans a concentraciones de 50ug/mL. 22

Ulloa H., (Ecuador,2018) evalud la actividad fungicida del extracto
etandlico de Agave americano frente al hongo Fusarium sp obtenido
con dos métodos de extraccion diferentes: 1) Percolacion y 2)
Microondas. Obteniendo resultados favorables para las muestras
obtenidas por percolacion con halos de inhibicion de 1.25% y 25%

para las muestras obtenidas por microondas. 3

Maccartney N., et al (Chile,2019). Aislaron 8 cepas fitopatégenas y

pusieron a prueba el extracto de sapogeninas obtenidas del
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Chenopodium quinoa, obteniéndose una inhibicién del crecimiento
de algunos hongos como B. cinérea, A. arborescens vy
Phytosphthora cinnamomi en aproximadamente un 50%. A
diferencia de los otros cinco microorganismos restantes que

mostraron una baja actividad anti fangica. ?4
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2.2.-Marco Tebrico

2.2.1.-Los hongos

Estos microorganismos son seres vivos que poseen un tamafo
pequefio que no se logra observar a simple vista y que viven en
diferentes circunstancias ambientales. Forman parte del equilibrio que
hay entre los seres vivos y compuestos quimicos en todo el planeta,
siendo uno de los eslabones de la cadena alimenticia. Varias de estas
especies que viven en el suelo, agua, aire, entre otros; degradan y
descomponen residuos como por ejemplo la materia vegetal, por
medio de enzimas extracelulares e incorporan al ecosistema nuevos
compuestos para el uso de otras especies, manteniendo en
funcionamiento el ciclo de la vida. ®®

El ser humano, ha visto en ellos, habilidades que caracterizan a
diferentes especies de hongos y que ha aprovechado en utilizarlas
para sus propios beneficios, es asi que ha llegado a incluirlos en la
industria alimentaria, farmacéutica, quimica, entre otras. Sin embargo,
existen pocas especies que son patdégenas que llegan a producir
enfermedades en otros seres vivos, causando enfermedades que
incluso llegarian a producir la muerte, ademas de pérdidas de
recursos agricolas, productos alimenticios y costos de tratamientos

para estas especies. %
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2.2.1.1.-Estructura basica de un hongo

La estructura vegetativa (soma) de un hongo depende del tipo
de especie y se le define como el conjunto de células que se
encarga del catabolismo y crecimiento de la especie.

a) Tipo hongos filamentosos (Mohos): Estas se encuentran

formadas por las unidades béasicas del hongo, llamadas hifas,
las cuales pueden ser en forma de tabiques (septos) que la
dividen en forma de una célula nucleada. Cuando existe un
ambiente bastante favorable para su desarrollo, las hifas llegan
a formar un micelio el cual se puede observar a simple vista 9,

b) Tipo Levaduras: Son hongos unicelulares no filamentosos

gue poseen una forma ovalada o circular, y cuando se
reproducen la pueden hacer por brotacién o fision. En las
levaduras que se reproducen por brotacion, a este se le
desarrolla una protuberancia alrededor de su estructura, que
luego se alarga y con ello también el nacleo hasta su division,
migrando hacia el brote hasta que la protuberancia se separa
para formar otra célula. Existen algunas especies que producen
el brote; sin embargo, esta no se llega a separar para formar
una nueva célula, sino que formaria parte de la estructura de la

levadura, a esto se le llama seudohifas @,

En las levaduras por fision estas se dividen de manera uniforme

de tal forma que su nucleo y la célula parenteral se alargan hasta
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partirse en dos células nuevas. Estas levaduras en agares
solidos forman colonias muy parecidas a las bacterianas. ?®

2.2.1.2.-Ciclo de vida v reproduccion

En la mayoria de hongos su reproduccion se realiza mediante
las esporas, que son estructuras reproductoras que sirven para
la propagaciéon de la especie, poseen una alta resistencia a
condiciones ambientales extremas, sin embargo, estas se
pueden reproducir de forma sexual o asexual. ?5Y

a) Esporas asexuales

Se forman en las estructuras especializadas de los hongos como
por ejemplo los conidiéforos y esporangiéforos, las esporas son
de dos tipos llamadas: 1) Conidio y 2) Esporangiospora ®

- Conidios

Es una espora que se encuentra dentro de un conidiéforo.
Dentro de este grupo de esporas podemos encontrar a: los
Artroconidios que se producen cuando las hifas septadas
(tabicadas) llegan a fragmentarse para desarrollar otro hongo.
Blastoconidios que se forman en los brotes de las células
parenterales. Clamidioconidios es una espora que se forma
dentro la hifa. Existen casos especiales como las esporas que

se forman en estructuras de pared gruesa llamadas picnidios

(25.1).
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- Esporangiosporas

Son esporas formadas en una estructura llamadas esporangio
en una parte de la hifa (esporangiéforo). Existen casos
especiales que los esporangios poseen flagelos y se le
denominan zoosporas y su saco es llamado zoosporangio.

(25,1)

b) Esporas sexuales

Los hongos también pueden formar esporas sexuales, en las
gue se necesitan de gametos para su desarrollo. Estas
esporas sexuales caracterizan a los filos, siendo una
estructura diferencial para la identificacion de las especies.
Como por ejemplo el filo Ascomycetes forman las ascosporas
en las células especializadas llamadas asea, el filo
Basidiomycetes forman las basiodiosporas en la célula
especializada denominada basidio. 5

Las esporas sexuales poseen 3 fases de desarrollo: En primer
lugar, la plasmogamia, que consiste en la union de una célula
gue posee nucleo haploide (+) con una célula receptora (-); en
segunda fase, la cariogamia, en donde la union de estas dos
células (+) (-) permite la formacion de un nucleo cigotico
diploide; y, por ultimo, la meiosis, en donde este nucleo

diploide genera nuevas esporas sexuales.
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llustracién 1.-Tipos de estructuras especializadas en reproduccion del hongo. Fuente:Agrios

2.2.2. Aspergillus niger

Ademas de ser un hongo que puede infectar a humanos, también
puede infectar plantas, verduras y frutas; las cuales son bastantes
susceptibles a este hongo, sobre todo si existe un dafo fisico, la
cual mejora las condiciones de desarrollo de este patdgeno,
llegandose a esparcir por toda la fruta o parte de la planta,
cubriéndose de un micelio con formas circulares negruzcos. En el
arandano, se ha encontrado a esta especie creciendo en una forma
de cabezales, las cuales tienen una coloracion rosa, que con el
transcurso del tiempo y desarrollo de la enfermedad esta cambia a

un color negruzco paulatinamente. (6)
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En las cebollas, se le atribuye la enfermedad del moho negro que
se desarrolla en el bulbo de la cebolla cuando esta se almacena.
Esta provoca una lesion superficial pero severa, al contorno del
cuello con un micelio de coloracion negruzca. Las cuales ocurren

en almacenajes de altas temperaturas ambientales. @”

En el ajo, se han encontrado especies del género Aspergillus, sobre
todo A. Niger, la cual se relaciona mucho con el crecimiento en

conjunto de hongos del género Penicillium.®

2.2.2.1.-Taxonomia 29

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Clase: Eurotiomycetidae
Orden: Eurotiales
Familia: Trichocomaceae
Género: Aspergillus
Especie: Aspergillus niger

2.2.2.2.-Morfologia

a) Macroscopica: Colonias en Agar Sabouraud Dextrosa (ADS)
presenta un micelio de color blanquecino amarillento que vira a
un color negruzco con el pasar de tiempo en cultivo. Textura
granular incolora o crema. 9

b) Microscopica: Posee una vesicula globosa con 50-100 um

de didmetro con fidlides biseriadas alrededor de esta. Estas
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fidlides constan de una rama principal con un tamafio de 30 um
de largo y una secundaria con un tamafio de 10 um de largo en
el cual se deposita conidios globosos y rugosos de 4 a5 um de
diametro, de color castaiio o marrén a negro. 0

2.2.2.3.-Usos

En la actualidad, este microorganismo ha tomado un papel muy
importante en la biotecnologia ya que es usado por diferentes
industrias con la finalidad de obtener algunos componentes a
gran escala, como la produccién de acido citrico a partir del
suero de leche @Y, también se le ha utilizado para la extraccion

de enzimas, como las celulasas, pectinasas, entre otras. 233

También se le han hecho estudios sobre biorremediacion, que
consiste en utilizar este microorganismo para reducir los niveles
de contaminantes de metales pesados en el ecosistema
obtenidos por la mineria, llegando incluso a ser una especie
bastante interesante para controlar los niveles Niquel (Il) en

lugares contaminados. G4

2.2.2.4.-Patologia

El Aspergillus niger es una especie a la que se le considera
oportunista, es decir, provoca y desencadena una patologia solo
en casos en donde el sistema inmunologico esta
deficientemente comprometido. Sin embargo, también puede

ocasionar malestares locales como alveolitis alérgica (pulmén
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del granjero), asma o rinitis alérgica por aspiracion de esporas,

cuando por ejemplo se esta en contacto con material mohoso.

La infeccion de Aspergillus niger puede causar infecciones
externas como la otomicosis e incluso llegar a ser invasivo
produciendo una masa compacta denominado aspergiloma, en
pacientes que han sufrido enfermedades relacionadas con

tuberculosis, sarcoidosis, histoplasmosis o bronquiectasia. 6

En animales puede causar bloqueo de areas en donde la
circulacion de aire esta comprometida, en equinos este
microrganismo puede infectar las bolsas guturales, causando

lesiones muy cerca a los grandes vasos de irrigacion ©°

También se le harelacionado el desarrollo de sustancias nocivas
(micotoxina), especificamente la OTA (ocratoxina A), en donde
se ha demostrado principalmente el desarrollo de nefropatias y
trastornos hepaticos. Ademas, esta comprobado el efecto

carcinégeno, teratdgeno, inmunosupresor y neurotoxicos. ¢7)

2.2.2.5.-Diagnoéstico

En caso de infecciones invasivas se realizan examenes
histolégicos con tinciones de metenamina de plata y la de
hematoxilina-eosina, estas se complementan con examenes

microbioldgicos (crecimiento en medios de cultivos).
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También se han desarrollado técnicas inmunoldgicas para
determinar la presencia de este microorganismo como ELISA,

BALISA, inmunoflorescencia indirecta, radioinmunoensayo. ¢%

2.2.2.6.-Tratamiento

Se utilizan antifingicos que dependen mucho del estado clinico
invasivo o externo, ademas de la actividad inmunolégica del
paciente. La anfotericina B se ha utilizado con dosis de 0.7-1.5
mg/Kg/dia. Sin embargo, el grupo de azoles también ha
demostrado muy buena respuesta terapéutica en afecciones

cardiacas, pulmonares, 6seas, entre otros (6,

2.2.3.-Plantas medicinales

Con el paso del tiempo el hombre ha buscado tratar las
enfermedades y patologias causadas por toxicos, plagas e
infecciones; utilizando como fuente de recursos medicinal, la
naturaleza; interactuando con esta, y obteniendo conocimientos e
informacion de la ingestién accidental o voluntaria de algunas
especies vegetales. Es asi que nace la medicina tradicional, la cual
se avala en la herbolaria que se conocia en aquellos tiempos con

sus propiedades curativas. 8
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2.2.4.-Cucumis dipsaceus

2.2.4.1.-Descripcion

Es una maleza de tallo tendido largo, flexible y rastrero. Hojas
alternadas y arrifionadas, de 10 cm de largo y 11 cm de ancho,
apice redondeada, margenes denticuladas, la base cordada. Los
peciolos de 8 cm de largo. Varias flores masculinas agrupadas
en las axilas de las hojas, las flores femeninas mas grandes,
solitarias, naciendo junto a las inflorescencias masculinas.
Flores en receptaculo angostamente acampanado; 5 sépalos,
angostos, verdes, la corola es un tubo acampanado que hacia el
apice se divide en 5 lo6bulos; en las flores masculinas
generalmente poseen 3 estambres, inserto en el receptaculo,
flores femeninas con ovario infero, oblongo, cubierto con
abundantes pelos blancos y erectos, el estilo de hasta 2mm de
largo y el estigma capitado. Fruto elipsoide, amarillo, jugoso y

amargo, de hasta 5 cm de largo, que contienen espinas flexibles.

(39)
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2.2.4.2.-Distribucién:

Originaria de Europa, sin embargo, esta ha llegado a adaptarse
al medio ambiente de Panama, Texas, América del Sur y las

Antillas. ©9

En el Perd, esta ha llegado a crecer como maleza en regiones
como Cusco, Ancash, Cajamarca, La libertad, Lambayeque,

Piura, Lima y entre otras regiones. “0

2.2.4.3.-Tipo de suelo y medio de desarrollo:

Se desarrolla en climas calidos y lluviosos. Con un suelo arenoso

y seco. Crecen entre 0 a 1000 m sobre el nivel el mar.“0

2.2.4.4.-Nombres Comunes:

Jaboncillo de Campo, Cojon del diablo, Pepinillo del Diablo, y en
el norte del Peru lo llaman, Shampoo, Patito de campo,

Jaboncillo. ¥

2.2.4.5.-Usos:

Debido a la gran facilidad de formar espuma en el agua, muchas
personas lo utilizan para el lavado del cabello, ropa y tratamiento

natural contra la caspa.

También lo utilizan para el tratamiento de la caida de cabello y

para detener la lactancia del bebé.®*Y

34



2.2.4.6.-Taxonomia (49

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta
Clase: Equisetopsida
Orden: Cucurbitales
Familia: Cucurbitaceae
Género: Cucumis

Especie: Cucumis dipsaceus.

2.2.4.7 .- Propiedades medicinales

Se le ha realizado ensayos para determinar su actividad
antibacteriana, resaltando que el extracto metanolico del fruto de
Cucumis dipsaceus ha demostrado inhibir el crecimiento de

E.coli, Bacillus subtillis y Sthaphylococcus aureus.®?

También se le atribuye propiedades analgésicas vy
antiinflamatorias al fruto, resaltando por encima de todos los
extractos metandlico (analgésico y antiinflamatorio) vy

diclorometano (antiinflamatorio). 3

Se ha evidenciado que el extracto etandlico posee Actividad

citotdxica y antitumoral. “3)

2.2.4.8.-Marcha fitoguimica

Esta especie vegetal ha demostrado poseer diferentes compuestos

activos, que son de interés para la ciencia. Pues se ha determinado
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la presencia de taninos, alcaloides, saponinas, esteroides,

flavonoides y resina en el fruto. (4243

Mientras que en los extractos de las hojas se ha llegado a
determinar la presencia de saponinas, carbohidratos, proteinas,
aminoacidos, alcaloides, flavonoides, glucésidos, glucésidos

cardiacos, fitosteroles, aceites y lipidos. “3

2.2.5.-Las saponinas

Son compuestos quimicos caracterizados por tener 2 estructuras
principales que conforman su esqueleto molecular: Azucar y
aglicon.

Este compuesto quimico tiene la capacidad de producir espuma
cuando se agita una solucion acuosa que las contenga, siendo una
caracteristica para determinar cualitativamente la presencia de

estos compuestos organicos. 44

2.2.5.1.-Estructura quimica v clasificacion:

Las saponinas poseen una parte glucidica (azucar) y otra no
glucidica (aglicon) también llamada sapogenina. Segun el
namero de azucar se pueden dividir en 2 grandes grupos: S.

Monodesmosidicas y S. Bidesmosidicas. “4

Segun su tipo de aglicon se puede clasificar en triterpénicas o
esteroideas; las cuales ademas pueden subdivirse en

Pentaciclicas y tetraciclicas para las saponinas triterpénicas y
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para las saponinas esteroidicas derivados del furostanol y

derivados del espirostano.(44,45)
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llustracién 3.- Estructura de saponinas. Fuente: T.Flores

2.2.5.2.-Propiedades fisicoguimicas

Esos compuestos organicos poseen una estabilidad térmica
realmente alta, pues soportan temperaturas de 150 °C a 400 °C,
es en este extremo de temperatura, que la molécula comienza a
sufrir un proceso de carbonizacién; por lo tanto, debido a su
termoestabilidad hace factible la extraccion convencional que

usualmente son favorecidos por el uso de calor.“®)

Solubilidad: Las saponinas son solubles en agua y en
disolventes organicos polares como (Etanol,Metanol) e insoluble
en disolventes organicos apolares (Hexano); sin embargo

cuando se le retira la molécula de azlcar, la sapogenina
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(aglicén) restante, son solubles en disolventes organicos

apolares e insolubles en agua u otro solvente polar. ¢4

2.2.5.3.-Propiedades biolégicas

a) Actividad hemolitica. - Esta se debe a la interaccion con los
esteroles de la membrana del eritrocito, provocando un
intercambio iénico de sodio, con respuesta a la entrada de agua

en la célula, llegando a “explotar”. 7

b) Actividad antimicrobiana y molusquicida. - Estas
actividades son muy importantes para el estudio de nuevos
compuestos, para su uso en la industria. Cabe resaltar que es
muy toxico para seres vivos marinos ya que hace estallar los
capilares branquiales, interrumpiendo la respiracion y el

equilibrio osmético. “7)

c) Propiedad antiinflamatoria y antiedematoso como las que
poseen la raiz de regaliz y la semilla del castafio de indias (vide
infra). Tambien se han evaluado las saponinas del Solidago
virgaurea L. y Camellia sinensis obteniendo estos resultados.
Aunque se desconoce su mecanismo de accion, se le atribuye
hipétesis como la inhibicién de la degradacion de corticoides,
interferencia con el metabolismo de los mediadores de la

inflamacion. ¢7
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2.3. Marco conceptual

Extracto

Son preparaciones liquidas que poseen un conjunto de sustancias
guimicas obtenidas de diferentes especies, ya sea de origen animal
o vegetal. Estas sustancias quimicas son “extraidas” con un fin

terapéutico, nutricional, microbioldgico, estudios cientificos, etc.

Extracto de sapondsidos (saponinas)

Es un extracto cuyo contenido principal son saponinas, obtenidas
de distintas fuentes vegetales ricas en este principio activo,
utilizandose diferentes métodos de extraccion con la finalidad de

obtener un maximo rendimiento de extraccion.

Principios activos

Son compuestos quimicos de origen sintético o natural que
poseen una actividad biolégica importante y por esta razon
muchos de estos principios activos son utiles en la industria

farmacéutica, cosmética, quimica, alimentaria, etc.

Pruebas de sensibilidad

Son una variedad de ensayos microbiolégicos que sirven para
determinar la susceptibilidad que posee un microorganismo frente
un agente antimicrobiano, es decir, mide la capacidad de un
compuesto quimico para detener el crecimiento de un

microorganismo.
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Concentracién minima inhibitoria (CMI)

Es un factor de las pruebas de sensibilidad, pues permite conocer
la concentracion minima que se requiere para inhibir el crecimiento

del microorganismo en estudio.

Marcha fitogquimica

Conjunto de técnicas analiticas que sirven para determinar la
presencia de principios activos presentes en una especie vegetal
basandose en distintos métodos de identificacion instrumental y
reacciones quimicas como HPLC, espectrofotométricas UV e IR,

reaccion oxido-reduccion, etc.
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Capitulo 1l

Metodologia

3.1.-Extraccion de las saponinas

La materia prima fue obtenida de manera comercial en
establecimientos de ventas de productos naturales, ubicadas en el
centro de la ciudad. Se compré aproximadamente 1Kg.

a) Fase de secado

Se procedi6 al retiro de particulas ajenas a la droga y se continuo
con el pesaje de la muestra divididas en 2 tandas con pesos de 545
g y 508 g. Estas muestras se abrieron por la mitad para facilitar el
secado y se sometieron a temperaturas de 70°C por 48H hasta la

obtencion de un peso constante.

-

g | A 4
llustracion 4.- Fase de secado. Fuente: Autor

b) Fase de molienda

Ambas tandas se mezclaron y se redujeron de tamafio para facilitar
el contacto con el solvente. La muestra polvillo se trasvasaron a un

recipiente de vidrio limpio.
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& e = N
llustracion 5.- Fase de Molienda. Fuente: Autor

¢) Maceracion y filtrado

La maceracion se realizé con etanol de 97°(industrial) por 5 dias,

con agitacién constante y cambio de solvente.

La filtracién de esta materia prima se realizo a vacio con papel
whatman N°40 para obtener el extracto etandlico libre de cualquier

residuo sélido.

S—
m ¥
b, '
llustracion 6.- Fase de Maceracion y filtracion a vacio. Fuente: Autor

d) Evaporacion del solvente

El extracto etandlico fue llevado a banfo Maria a 70°C hasta la

obtencién de un residuo siruposo color pardo-verdoso.
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llustracion 7.- Fase de evaporacion del solvente. Fuente: Autor

e) Extraccion liquida-liquida

El extracto etandlico seco se diluyo en 25 mL de agua destilada y
se extrajo con N-butanol en 3 fracciones de 25 mL dentro de una
pera de bromo para visualizar la separacion de la fase acuosa y
organica. Los 75mL obtenidos fueron sometidos a secado a 80°C

hasta la pérdida del solvente.

llustracion 8.- Extraccion butandlica/acuosa. Fuente: Autor

3.2.-Identificacion de las saponinas en el extracto butandélico

Se realizaron 3 procedimientos cualitativos en base a lo que refiere

Colina:“®
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3.2.1.-Prueba Lieberman — Burchard

Se diluy6 una parte del extracto en 5 gotas de acido acético, luego

se agregd 2 mL de anhidrido acético/acido sulfurico.“®

3.2.2.-Prueba de Salkowski

Se diluye una pequefia muestra del extracto en medio de 1mL de
acido sulfarico concentrado, y se agrega 3 gotas de anhidrido
acético. Indica la presencia de saponinas sea triterpenoidal o

esteroidal.“®)

3.2.3.-Prueba de la formacion de espuma

Se tomoO una parte del extracto y se le incorpor6 2mL de agua
destilada, se sacudié vigorosamente por 30 segundos y se

observo.“®

3.3.-Aislamiento del hongo Aspergillus niger y evaluacién antifungica

Para este procedimiento se utilizo los laboratorios de la facultad de
biologia. Se compraron frutos de ardndanos en el mercado Modelo de

manera comercial y se dejaron al ambiente bajo sombra.

Con el pasar de 3 semanas exactamente se observaron crecimiento

de micelios blanquecinos y verdes.
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3.3.1.-Preparacién del medio de cultivo

Se pesaron 6.5 g de agar sabouraud para ser disuelto en 100 mL
de agua destilada con ayuda de calor, proporcionada por un horno

microondas hasta obtener una coloracién transparente.

Disuelto nuestro agar se continué a esterilizarlo en autoclave con

una temperatura de 120°C y a presion de 15lb por 20 minutos.

llustracion 9.- Preparacion del agar SBD y esterilizacion en autoclave. Fuente: Autor

En una cabina de flujo laminar previamente limpiada, se procedio a
plaquear nuestro agar en discos Petri, con ayuda de un mechero

hasta su enfriamiento y solidificacion.

3.3.2.-Sembrado

Las muestras con los micelios fueron sometidas a desinfeccién con
alcohol de 70° dentro de una torunda de algodon.® Luego de esta
desinfeccidn se corto con un bisturi esteril la parte enferma del fruto
y se coloco en las placas petri previamente preparadas. Se envolvié

en parafina y se espero el crecimiento del hongo por 1 semana.
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Se realizé una segunda vez este procedimiento, a partir del
crecimiento fungico de los agares con muestras de arandanos, con

la finalidad de obtener una cepa mas pura.

3.3.3.-ldentificacién en microcultivo

Para este procedimiento se utiliz6 una placa Petri, varilla de
vidrio, una lamina portaobjeto y laminilla esterilizadas en estufas
a 180°C por 1 hora. Todos estos materiales esterilizados fueron
llevados a la cabina de flujo laminar, para luego cortar una parte
de agar en forma de cuadrado con medidas aproximadas de
2x2cm con un bisturi estéril, para luego traspasarlo a la placa

estéril previamente armada.

Luego de colocar el agar se procedio a sembrar en cada lado del
agar (4 esquinas) la cepa aislada, para culminar colocando la
laminilla. Despues de este procedimiento se coloco agua
esterilizada suficiente en la base de la placa sin que este llegue
a tocar el agar. Se sell6 con parafina y se esperé una semana
para su crecimiento. Después de la semana, se retird la laminilla
y se coloc6 en otra lamina portaobjeto limpia con la finalidad de

observar en microscopio.
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llustracion 10.- Preparacion del microcultivo. Fuente: Autor

3.3.4.-Evaluacioén antifungica

3.3.4.1.-Preparacion de las cepas

Se prepardé una solucion salina estéril, con el contenido del
microorganismo aislado, similar a la turbidez de la solucién de la
escala de McFarland perteneciente a la concentraciéon
3x108ufc/mL. Para luego extraer 3 mL vy diluirlo hasta 9 mL y
obtener una solucion salina con una concentracion de

1x108ufc/mL.

3.3.4.2.-Preparacion de soluciones a partir del extracto butandlico

Solucién madre: Se peso 1.038g del extracto butandlico en
1mL de DMSO.

Solucién 75%: Se extrajo a partir de la madre 0.375mL y
completar con 0.125mL de DMSO.

Solucién 50%: Se extrajo a partir de la madre 0.250mL y

completar con 0.250mL de DMSO.
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Solucion 25%: Se extrajo a partir de la madre 0.125mL y
completar con 0.375mL de DMSO.
Solucion 10%: Se extrajo a partir de la madre 0.05mL y
completar con 0.495mL de DMSO.
Solucion positiva de fluconazol a una concentracion de

Img/mL.

3.3.4.3.-Preparacion del medio del cultivo

Se realiz6 el mismo procedimiento para la preparacion del agar
sabouraud, sin embargo, a este, se le agrego 100 uL la solucion
con el Aspergillus niger y se esparcio de manera uniforme con la
espatula de Drigaslky, posteriormente se le realizé 3 pocillos o
pozuelos a cada placa Petri con ayuda de un sacabocado estéril.
Para culminar se deposito por triplicado 40uL de las soluciones
preparadas en cada placa respectiva a su concentracion, control
negativo que solo posee DMSO y control positivo que contiene

solo Fluconazol.
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Capitulo IV

4.1.-Resultados

4.1.1-Porcentaje de humedad

-En la etapa de secado de las muestras de Cucumis dipsaceus se
realizé un control de la humedad por perdida en secado para las

muestras 1y 2, obteniéndose 83.00% y 82.82% de humedad en peso,

respectivamente.
Pesos/Tiempo | Inicio | 24H 48H Peso Humedad
de Secado final relativa
Tanda 1 545 168 92.6 92.6 83.00%
Tanda 2 508 159 87.8 87.8 82.82%

Tabla 2 Pesos en g de las muestras en fase de secado

Perdida de humedad por peso

600
500
400
300
200

100

Inicio 24H 48H Peso Final
e=————Tanda 1l e=Tanda 2

Grafica 1.- Humedad relativa por pérdida en secado
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4.1.2.- Porcentaje de extraccion

-En la extraccion por maceracion y Fase acuosa/butandlica se

obtuvieron:

Pesos Extraccion | Extraccion
etandlica | butandlica

Peso de la muestra (droga) 178.09 16.2

Peso del envase con la muestra 638.9 458.0

Peso del envase vacio 622.7 449.0

Diferencias de pesos (Residuo) 16.2 9.0

% de extraccion 9.10% 5.05%

Tabla 3.- Resultados de las extracciones etandlica y butanélica
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4.1.3.-Pruebas de identificacién de saponinas

Imagenes resultados

minutos

Ensayo Interpretacién de los ensayos Resultados
Lieberman-Burchard | Rosa a purpura: Saponinas de | + Positivo
nucleo triterpenoidal
Azul-Verdosa: Saponinas de
nucleo esteroidal
Salkowski La coloracion vira de amarillo a | + Positivo
rojo sangre, indicando la
presencia de saponinas
Prueba de la Espuma | Espuma persistente mayor a 3 | + Positivo

Tabla 4.- Identificacion de las saponinas en el crudo butandlico
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4.1.4.-ldentificacion de especie de Aspergillus niger

Se obtuvo una muestra muy parecida a Aspergillus niger y se comparé con las imagenes obtenidas del INS. 8

Identificacion

Macroscopico

Microscopico

Caracteristicas segun INS Muestra Caracteristicas segun INS Muestra

Color blanco con Conforme Vesicula globosa con Conforme
tonalidad amarillenta que fidlides biseriadas alrededor

vira a negro de ellas

Reverso es color crema o Conforme Conidios globosos Conforme
incoloro

Textura granulosa Conforme Conidiéforos de pared lisa, Conforme

hialina 0 pigmentada
—

SN - /|

Tabla 5.- Resultados de identificacion del Aspergillus nig

er
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4.1.5.-Evaluacién Anti-fungica

llustracion 11.-Evaluacion antifungica del extracto a 10%, 25%, 50% y 75% P/V de concentracion. Fuente: Autor
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Actividad fungicida en Aspergillus niger (Fitocultivo)
Concentracion de los extractos P/V Repeticiones Promedio
N°01 | N°02 | N°03
Control Negativo 6 6 6 6
Control Positivo Fluconazol 1mg/mL Inhibicion completa
10% 6 6 6 6
25% 6 6 6 6
50% 6 6 6 6
75% 6 6 6 6

Tabla 6.- Resultados de la evaluacion fungicida

*Se midié la inhibicidn a partir del tamafio del pocillo que era de 6mm.

4.2.-Discusion

La extraccion de saponinas a partir del fruto del Cucumis dipsaceus se vio
favorecida porque se realizé con solventes organicos polares (etanol, n-
butanol) y agua; esto se debe a la gran capacidad de solubilidad de estos
compuestos fitoquimicos en medios polares “4. Sin embargo, al no
usarse otros solventes organicos apolares demuestra que, en el proceso
de extraccion de saponinas, se ha facilitado la obtencién de otros

compuestos fitoquimicos.

Investigaciones como la de Vasanth Kumar®? evidencia la presencia de
saponinas, sin embargo, no se llega a determinar si estos frutos poseen
saponinas esteroidales o triterpenicos; pero en este estudio realizado a
las saponinas obtenidas en el crudo butandlico se llega a determinar la
presencia de cuerpos esteroidales como lo confirma la coloracién azul-
verdosa en la reaccion Lieberman-Burchard, posiblemente relacionado al
aglicon, es decir, que la saponina que se encuentra en el extracto

butandlico posee un ndcleo similar a los esteroides. Otro punto a tratar, es
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gue la identificacion de los compuestos fitoquimicos sera tan fiable
mientras la técnica de extraccion permita obtener en lo posible

compuestos mas puros.

En la evaluacién antifungica, las muestras con extractos de Cucumis
dipsaceus a diferentes concentraciones, se observa el crecimiento del
micelio del hongo en toda la placa, sin embargo, alrededor de los pocillos
existen partes del micelio que no han llegado a esporular, como lo ha
hecho el control negativo. Quizas este suceso, se deba a que la
concentracion de algunos principios activos no es la adecuada dentro del
extracto butanolico, debido a que existen otros investigadores como
Vasanh Kumar que ha comprobado su actividad antibacteriana® o
Sowbaraniga con Chitra, quienes han demostrado la presencia de
compuestos fitoquimicos como acido oleico, acido undecanoico,
pentadecanal y acido nonanoico que relacionan al Cucumis dipsaceus

con actividad antibacteriana y antimicética.“®
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1)

2)

3)

4)

Conclusiones

Las saponinas obtenidas del fruto Cucumis dipsaceus presenta
inhibicién de la esporulacién del hongo en estudio a partir de las
concentraciones de 25%, 50% y 75%, sin embargo, no detiene el
crecimiento micelial del Aspergillus niger.

El contenido de agua presente en los frutos del Cucumis dipsaceus
es cercana al 80%.

Se obtuvo un porcentaje de extraccion etandlico de 9.10% en relacién
a la muestra seca y en la extraccion butandlica un 5.05%.

Se demostro la presencia de saponinas con nucleos esteroidales en el

crudo de saponinas.
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1)

2)

3)

4)

5)

Recomendaciones

Estudiar la presencia de otros compuestos fitoquimicos con posible
actividad bioldgica relevante.

Para la extraccion de saponinas es necesario el uso de solventes no
polares como Hexano para el desengrase de las muestras y obtener un
crudo mas puro en saponinas.

Aplicar en el extracto de saponinas, técnicas de cromatografia como
cromatografia en columna por fraccionamiento para la obtencion de
compuestos fitoquimicos mas puros.

Al obtener fracciones por cromatografia se deberia evaluar su actividad
biologica frente a distintos microorganismos.

En la obtencion de compuestos fitoquimicos purificados, se deberia
aplicar distintos ensayos de identificacion con la finalidad de elucidar la

estructura que posea dicha actividad biolégica importante.
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ANEXO

Matriz de consistencia

“Evaluacion de la actividad anti-fungica del Cucumis dipsaceus frente al hongo Aspergillus Niger”

Autor: Bach. Renzo Paul Tataje Quesada

- T Variables y .

Problema Objetivos Hipdtesis operacionalizacion Metodologia
Problema general: Objetivo general a) Hipdtesis general Variables: Tipo, nivel y disefio de la investigacion
¢ Tiene actividad | Determinar la actividad Las saponinas obtenidas | *Independiente: Tipo: Experimental, Nivel de Investigacion: Exploratorio y Disefio de la
antifingica las saponinas | antifingica de las del fruto  Cucumis | Saponinas del fruto| Investigacion: Experimental.
obtenidas de la especie | saponinas obtenidas del | dipsaceus presenta | Cucumis dipsaceus. Pablacién. -Se utilizara 1kg de del fruto de Jaboncillo de campo (Cucumis
Cucumis dipsaceus sobre | fruto Cucumis actividad antifingica | *Dependiente: Actividad dipsaceus)
Aspergillus niger? dipsaceus frente frente el Aspergillus | antimicética. Muestra. — Crudo de saponinas
Problemas especificos: Aspergillus niger. niger. Operacionalizacién: Se | Método. - Se procedera como especifica Capitulo 111

¢ Cudl es el contenido de
agua en el fruto?
¢Cuanto es el
rendimiento de
extraccion de la
saponina?

¢ Qué tipos de saponinas
presenta la especie
Cucumis dipsaceus?
¢;Cuél es la
concentracién minima
nhibitoria (CMI) de las
saponinas para obtener
un resultado antimicético
frente A. niger?

Objetivos especificos. -
Determinar el contenido
de agua del fruto de
Cucumis dipsaceus.
-Hallar el rendimiento de
extraccion de las
saponinas de la especie
Cucumis dipsaceus.
-Determinar el tipo de
saponina presente en el
fruto Cucumis
dipsaceus

-Determinar la
concentraciéon minima
inhibitoria (CMI) de las
saponinas del Cucumis
dipsaceus frente
Aspergillus niger.

b) Hipétesis especificas
-El contenido de agua
supera el 50% del peso
neto del fruto

-El rendimiento de Ia
extraccion es
aproximadamente  del
5% del peso neto de la
muestra utilizada.

-El fruto de la especie

Cucumis dipsaceus
presenta saponinas
triterpenoidales.

- La concentracion
minima inhibitoria (CMI)
de las saponinas
obtenidas del fruto
Cucumis dipsaceus
frente a Aspergillus
niger es de 25%

procedera segun el Tabla
NeO1.

Técnicas de recoleccién de datos
1.-Procesamiento de la muestra
*Secado por estufa
*Extraccion por solventes
*Extraccion liquido-liquido simple
*Extraccion por bafio maria
2.-Ensayo microbioldgico
*Micro-cultivo
*Método kirby-Bauer
Procedimiento de recoleccién de datos: Se especifica en el Capitulo IV
Técnicas de procesamiento de la informacién:
*Recopilacion de datos
*Andlisis de Contenido
*Andlisis descriptivo e inferencial
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Glosario

Esporas. - Estructuras de reproduccién microscopicas de los hongos.
Estambre. - Organo masculino de plantas portadores de sacos polinicos.
Estigma. - Es una parte del pistilo, que atrapa el polen en época de
polinizacion.

Fialides. - Es una estructura sobre la cual se forman las esporas
Fitopatdégeno. - Agente que causa enfermedades en especies vegetales.
Huésped. - Organismo vivo que sirve de hogar para algunos parasitos
Hemodlisis. - Proceso de ruptura de globulos rojos

Micelio. - Estructura vegetativa de un hongo formado por hifas.

Peciolo. - Apéndice de la hoja de una planta por el que se une al tallo.
Sapogenina. - Sinénimo de aglicona y estructura de saponinas

Sépalo. - Hoja que forma el caliz de una flor
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