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RESUMEN

Se determind la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos al 96% y 70% de Pluchea
chingoyo “Tofiuz”, se obtuvieron los extractos mediante el método de percolacion, se realizo la
caracterizacion fisicoquimica, segin la AOAC y se identifico cualitativamente la presencia de
metabolitos secundarios como catequinas, grupos fendlicos libres, flavonoides, Triterpenoides
y/o esteroides, grupos aminos libres y taninos. La actividad antibacteriana se realizé mediante el
método Kirby Bauer modificado, siguiendo las pautas del Manual para la prueba de sensibilidad
antimicrobiana del Instituto Nacional de Salud (INS). Los resultados se compararon con el manual
de referencia, demostrando que solo Staphylococcus aureus ATCC 25923 se encontro en la
categoria de sensible (S) con un promedio de halos de inhibicion, en el extracto etandlico al 96%
de 19,2 mm y para el extracto etanodlico al 70% de 15,2 mm; mientras que para la bacteria
Escherichia coli ATCC 25922 esta demostro ser resistente (R) con medias de halos de inhibicion,
para el extracto etandlico al 96% de 7,4 mm y el extracto etanolico al 70% de 8,86 mm, ambos se
prepararon a una concentracion de 1g/mL. En la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) solo se empled la cepa de Staphylococcus aureus por ser la mas sensible;
evidenciando como resultados que la CMI del extracto etanolico al 96% fue de 2% y en el del
extracto etandlico al 70%, de 5%. Por lo que podemos concluir que el extracto etanolico al 96%

presento buena actividad antibacteriana solo contra Staphylococcus aureus.

Palabras claves: Percolacion, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Tofuz.



ABSTRACT

The antibacterial activity of 96% and 70% ethanolic extracts of Pluchea chingoyo “Tofluz” was
determined. The extracts were obtained through the percolation method, the physicochemical
characterization was carried out according to AOAC standards, and the qualitative presence of
secondary metabolites such as catechins, free phenolic groups, flavonoids, triterpenoids and/or
steroids, free amino groups, and tannins. The antibacterial activity was evaluated using the
modified Kirby-Bauer method, following the guidelines of the Antimicrobial Susceptibility
Testing Manual from the National Institute of Health (INS). The results were compared with the
reference manual, showing that only Staphylococcus aureus ATCC 25923 was in the susceptible
(S) category, with average inhibition zones of 19.2 mm for the 96% ethanolic extract and 15.2
mm for the 70% ethanolic extract, while Escherichia coli ATCC 25922 was in the resistant (R)
category, with average inhibition zones of 7.4 mm for the 96% ethanolic extract and 8.86 mm for
the 70% ethanolic extract. These extracts were prepared at a concentration of 1 g/mL. For the
minimum inhibitory concentration (MIC), both extracts were used only against Staphylococcus
aureus due to their higher activity, showing MIC values of 2% for the 96% ethanolic extract and
5% for the 70% ethanolic extract. Therefore, we can conclude that the 96% ethanolic extract

showed good antibacterial activity only against Staphylococcus aureus.

Keywords : Percolation, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Tofuz.



INTRODUCCION

Nuestro pais posee una gran biodiversidad de flora extendida a lo largo de su territorio,
teniendo como parte de ella a las especies botanicas con usos medicinales que son de
aprovechamiento para la poblaciéon por sus propiedades terapéuticas, siendo una
alternativa de antafio debido a sus componentes bioactivos. La organizaciéon mundial de
la salud (OMS) define a la medicina tradicional como el conjunto de informacion a base
de experiencias y/o creencias que puedan tener explicacion alguna o no, de distintas
comunidades culturales transmitidas por generaciones, a su vez sefiala que los

medicamentos herbarios poseen como constituyentes activos a muestras vegetales. (1)

De acuerdo a lo mencionado, desde los tltimos tiempos se presenta como una opcion el
uso de plantas medicinales para diversos tratamientos debido a las sustancias quimicas
que poseen como los compuestos fenolicos, alcaloides, flavonoides, taninos, cumarinas,
saponinas, catequinas, entre otros, justamente es una de las razones principales por la cual
se desarroll6 esta investigacion con respecto a Pluchea chingoyo “Tonuz” para demostrar
de manera experimental la actividad antibacteriana, debido a que actualmente las
infecciones de este tipo son un problema de indole mundial en conjunto con la resistencia
a algunos antibidticos causados por diferentes razones, en consecuencia se busca indagar

e innovar en nuevas opciones para solucionar la complicacion que presenta. (2)

Segtin la recoleccion de datos efectuada, no se evidencid informacion significativa con
respecto al efecto antibacteriano de los extractos investigados, sin embargo, dentro de los
usos populares de esta especie, se reporta que la utilizan para tratar dolores a nivel del
estomago, resfriado comtn y para contener las diarreas en los neonatos, recurrian al
sahumado de los pafiales de los bebes usando las hojas y ramas (3). Entonces,
apoyandonos en los conocimientos etnomedicinales, es necesario investigar mas a fondo
la causa de sus acciones beneficiosas, por las cuales esta investigacion hace énfasis en
explorar la mejor eleccion, teniendo en cuenta la concentracion del solvente y el método
de extraccion, a fin de atacar algunas cepas microbianas como la Escherichia coli (Gram
negativa) y Staphylococcus aureus (Gram positiva), agentes causales de diferentes
enfermedades que aquejan al mundo. Por consiguiente, el presente trabajo busca ir mas
alla de la etapa empirica y demostrar la capacidad antibacteriana que posee la muestra

evaluada.
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1.1.

1.2.

Descripcion de la realidad problematica

Se entiende por automedicacion, al consumo de farmacos que no presentan
prescripcion médica, o que no estén bajo la supervision de algiin profesional de
salud, en relacion a su periodo de tratamiento y dosis, esto conlleva a
diferentes consecuencias peligrosas como la farmacodependencia,
intoxicaciones, reacciones con otros medicamentos, en caso exista patologias
cronicas, por la polimedicacion, efectos secundarios y en cuanto a los
antibioticos generaria resistencia, lo cual es un obsticulo para tratar

enfermedades, debido a que condiciona las opciones terapéuticas del paciente.

“4)

La OMS sefiala a nivel mundial que alrededor de 700 000 personas fallecen
por afio, a causa de las infecciones resistentes a los antimicrobianos y se estima
que estos digitos aumentarian para el 2050 a 10 000 000; si no se hace
conciencia sobre el uso excesivo de los antibidticos, aumentando la taza de
morbimortalidad e incluso esta institucion, ha lanzado un listado de familias
bacterianas farmacorresistentes, catalogandolas por: prioridades de nivel
critico, alto y medio; siendo motivo de investigacion algunas de las cepas que
integran esta lista, como la enterobacteria Escherichia coli (E. coli) y la

Staphylococcus aureus (S. aureus) respectivamente. (5,6)

El Pert1 es un pais en vias de desarrollo, motivo por el cual algunos lugares no
poseen los servicios basicos del hogar, uno de ellos, es el agua potable y en
caso lo tengan muchas veces no se encuentra en buenas condiciones para su
uso. La pobreza podria ser un factor de riesgo para desarrollar infecciones a
causa de la salubridad, reportando que el 25% de domicilios presentan aguas
contaminadas con E. coli para el consumo humano, provocando malestares
principales como disenteria, hepatitis A, colera y fiebre; por otra parte el S.
aureus, puede ser agente causal de la neumonia, infecciones a la piel,
osteomielitis y endocarditis, ademas de generar muertes por bacteriemia que

van aumentando segun los reportes en los hospitales de nuestra capital. (7,8)

De lo mencionado, los datos estadisticos son de mucha preocupacion,
despertando asi la curiosidad de investigar especies vegetales que pueden ser

efectivas para la resistencia bacteriana.

Antecedentes de la investigacion
A nivel internacional se presentaron tres estudios significativos sobre este

género y sus especies, sin embargo, a nivel nacional y/o local se ha encontrado
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dos estudios relevantes de la misma especie botanica Pluchea chingoyo

“Tofiuz”, tal como se indica a continuacion:

Hikmawanti N. ef al. (9) en su publicacion del 2023: “Insights into the anti-
infective effects of Pluchea indica (L.) Less and its bioactive metabolites
against various bacteria, fungi, viruses, and parasites”, recopilaron
informacion de esta especie vegetal de acuerdo a diversas fuentes de datos
cientificos, planteandose como objetivo: analizar de manera detallada las
propiedades antiinfecciosas, compuestos bioactivos y resaltar la capacidad
que posee para combatir frente agentes patdgenos como bacterias, virus,
hongos y parésitos. Otorgando como resultados que las actividades mas
explotadas son las anti micobacterianas, antimalaricas, antivirales y
antibacterianas; sin embargo, en la mayoria de las investigaciones, con el
extracto crudo se encontrd que las sustancias bioactivas no se encontraban

caracterizadas quimicamente ni estandarizadas.

Hussain H. et al. (10) en su investigacion del afio 2013: “The genus Pluchea:
phytochemistry, traditional uses, and biological activities”, realizaron un
compendio de datos sefialando los estudios fitoquimicos, bioldgicos y sus
principales componentes, que son los flavonoides y sesquiterpenoides,
algunos, aislados de la variedad de plantas que conforman este género,
presentan diversas acciones biologicas como larvicidas, antioxidantes,
hepatoprotectoras, antiulcerosas, anticancerigenas, entre otros, brindando
una medicina alternativa contra algunas enfermedades; cabe resaltar que
poseen muchas especies distribuidas principalmente en el continente

americano, tanto como parte del sur y norte, también en Africa, y Asia.

Al-Askar A. et al. (11) en su estudio del 2023: “Green Biosynthesis of Zinc
Oxide Nanoparticles Using Pluchea indica Leaf Extract: Antimicrobial and
Photocatalytic Activities" , investigaron sobre la actividad antimicrobiana de
esta especie, en contra de algunos microorganismos, usando el extracto de
hojas de Pluchea indica a base de un solvente acuoso desionizado, para la
biosintesis de las ZnONP (nanoparticulas del oxido de zinc), de esta manera
fueron sometidos al método de difusion en agar frente agentes patdogenos,
logrando una eficacia antifingica y antimicrobiana con las bacterias Gram

positivas y negativas, aplicando como estandar antibidticos y antimicoticos.

Klinar C. (12) en su articulo: “Evaluacion comparativa de la inhibicién a la
enzima xantino oxidasa (x0) del alopurinol y extractos de hojas de Pluchea

chingoyo (kunth) DC y pelargonium x hortorum lh bayley, en el afio 20137,
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efectué una comparacion para poder bloquear la enzima xantino oxidasa
(XO) con diferentes extractos a base de hojas de Pluchea chingoyo “Tonuz”,
pelargonium x hortorum “Geranio” y el alopurinol, desarrollando un modelo
experimental, el cual evalué la actividad enzimatica a 290 nm por
espectrofotometria, obtuvo como resultado que el mayor efecto fue para el
extracto etanolico de hojas de geranio en relacion al inhibir el 87,13% a la
XO a una concentracion de 100 pg/mL, por otro lado el “Tofiuz” como
extracto etanolico, mostro un porcentaje de inhibicion con 81,61%. También
sefialo la relacion que posee la actividad mencionada con el contenido de

polifenoles totales de los extractos.

e Alvarado G. ef al. (13) en una investigacion de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos titulado: Pluchea chingoyo “Tofiuz” (2024), los
alumnos de pregrado en conjunto con los docentes de la materia de
farmacognosia y medicina tradicional, determinaron algunas caracteristicas
de esta especie vegetal, mediante ensayos fisicos y quimicos, identificacion
de metabolitos secundarios, relevancia del uso tradicional y la composicion
de sus Fito constituyentes. Brindando como resultado que, los compuestos
fenolicos y flavonoides sirven de aprovechamiento en contra de algunas
patologias; a su vez se determind de manera cualitativa, sustancias como
taninos, saponinas, triterpenos, aminoacidos azufrados, entre otros. Sin
embargo, recomiendan profundizar en las investigaciones para demostrar sus

propiedades etnomedicinales.

1.3.  Justificacion e importancia
Las infecciones bacterianas han desempefiado una problematica en la salud
publica de la sociedad mundial, con el trascurrir del tiempo. Definiéndose
como aquella invasion y proliferacion de algiin microorganismo en cualquier
zona del cuerpo (14). Si bien es de conocimiento, que existen diversos
tratamientos farmacoldgicos para poder combatir estos agentes patdgenos, en
diferentes formas farmacéuticas, de igual manera se sabe que, estos farmacos
desencadenan una serie de efectos no deseados, como las reacciones adversas
medicamentosas (RAM), que pueden afectar negativamente aun mas la salud
del paciente y por otra parte el uso indiscriminado o descontrolado de
antibioticos, daria origen a la resistencia bacteriana, segun la OMS en su reporte
del afio 2024, ha clasificado 15 familias de bacterias resistentes colocandolas

de acuerdo a la jerarquia: en critico, alta y media. (6)

Es por ello que, una alternativa para lo mencionado seria la medicina
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tradicional, ya que, desde la época de nuestros antepasados, han sido de mucha
utilidad las plantas con usos medicinales, siendo una de ellas la especie
botanica Pluchea chingoyo “Tofiuz”, quien, de acuerdo a la busqueda de
informacion, se encontré que presenta diversos usos medicinales como:
antigripal, antipirético, sudorifico, gastro protector, entre otros. Sin embargo,
hace falta indagar de manera experimental en otras actividades, asi como
también, es necesario investigar la relacion que posee sus acciones
farmacologicas con respecto a sus compuestos bioactivos, por lo tanto,
considero que la investigacion realizada es de relevancia cientifica porque

brindaria una posible solucion para enfrentar estos agentes bacterianos. (15)

1.4.  Objetivos de la investigacion
1.4.1. Objetivo general
e Efectuar la actividad antibacteriana de los extractos etanolicos al 96%

y 70% de Pluchea chingoyo “Tofiuz”.

1.4.2. Objetivos especificos
e Identificar los metabolitos secundarios en los extractos etanolicos al
96% y 70% obtenidos de Pluchea chingoyo “Tofiuz”.
e Determinar la caracterizacion organoléptica y fisicoquimica de los
extractos etandlicos al 96% y 70% obtenidos de Pluchea chingoyo
“Tofiuz”.
e Determinar la CMI del extracto etandlico mas activo de Pluchea

chingoyo “Tofiuz”.
1.5. Marco tedrico

1.5.1. Pluchea chingoyo “Toiiuz”

v Descripcién de la especie:

15



Es una planta arbustiva muy ramificada que logra alcanzar hasta 2 metros de
altura, el color de su tallo es blanquecino o marrdn claro de resistencia fragil
y pilosa, las hojas poseen forma eliptica y aterciopeladas de tonalidad verde-
amarillento, sus flores son de color purpuras blanquecinas, por ultimo, los

frutos presentan pelos blanquecinos y son marrones. (3)

NS

Figura 1. Estado natural de Pluchea
Chingoyo “Tofiuz”

v Distribucién y habitat:

El género Pluchea abarca unas 80 especies que se encuentran distribuidas
esencialmente por Australia, Africa, Asia, al norte y sur de américa. En el
Pert Pluchea chingoyo “Tonuz” se puede localizar en el valle del rio Ica y
habita en lugares desérticos, suelos arenosos, pendientes y montes riberefios.

(3,9)
v Usos de Pluchea chingoyo “Toiuz”

Respecto al uso medicinal lo beben en forma de infusion, preparando un
pufiado de hojas por un litro de agua como agente sudorifico y/o
contrarrestar la fiebre, se utiliza como decoccion para leucorreas realizando
duchas vaginales, también se emplea contra la tos, gripe y molestias
estomacales. En la apicultura es usada como una planta productora de polen
y néctar (melifera), también es Util en forma de extracto para controlar plagas

a causa de la polilla de papa. (3,16)
v Clasificacion taxonémica

Se logroé identificar y clasificar por MSc. Hamilton Beltran Santiago en el

Herbario del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor
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1.5.2.

de San Marcos (UNMSM), otorgando la siguiente posicion taxonomica de

acuerdo al sistema de clasificacion APG IV (2016). (Anexo: Figura 13)
ORDEN: Asterales
FAMILIA: ASTERACEAE
GENERO: Pluchea
ESPECIE: Pluchea chingoyo DC.
Nombre vulgar: “Tofiuz”
Procedencia: Ica

Estafilococos

Pertenece a un género de bacterias Gram positivas que se distinguen por
agruparse y formar el aspecto de racimos de uva, integra la flora normal de
los seres humanos principalmente en piel y membranas mucosas. Algunas
especies que no generan coagulasa se consideran comensales como
Staphylococcus epidermis y saprophyticus debido a que en condiciones
normales no provocan dafio en el huésped sano, sin embargo, si logran
ingresar en zonas expuestas por dispositivos médicos invasivos o si el
sistema de defensa (inmunoldgico) se encuentra débil puede ocasionar
alguna enfermedad, mientras que el S. aureus se considera mas patogénica

al producir coagulasa, siendo motivo como bacteria de estudio. (17)

v’ Staphylococcus aureus: Su dimension se encuentra entre 0,8 y 1,5
micrometros de diametro, como caracteristica metabolica es un
microorganismo anaerobio facultativo, positivo para coagulasa y
catalasa. En su estructura principalmente se compone de peptidoglicano
o mureina, acidos teicoicos y proteina A, las enfermedades que provoca
S. aureus son a raiz de lesiones cutaneas, traumatismos que facilitan el
ingreso de esta bacteria desde la piel hasta tejidos mas profundos, las
infecciones graves que desencadena son a nivel del sistema nervioso
central, tracto respiratorio, urinario, osteomielitis, bacteriemia y el
sindrome de choque toxico. Para su identificacién de manera inicial se
utiliza la microscopia con el objetivo de visualizar cocos Gram

positivos, tal cual se aprecia a continuacion: (18,19)
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1.5.3.

Fuente: Karen C. Carroll, Stephen A. Morse, Timothy A. Mietzner, Steve Miller:
Microbiologia médica, 27e: www.accessmedicina.com
Derechos © McGraw-Hill Education. Derechos Reservados.

Figura 2. Staphylococcus aureus mediante tincion
de Gram. (20)

Disponible en:
https://accessmedicina.mhmedical.com/conten
t.aspx?bookid=1837&sectionid=128957100

Enterobacteriaceae

Esta familia abarca diversos géneros como Salmonella, Shigella, Klebsiella,

Escherichia, entre otros, las enterobacterias llegan a medir de 2 a 4

micrémetros de longitud aproximadamente, son consideradas bacterias

grandes y el aspecto de su forma suele variar desde cocobacilos hasta bacilos

elongados, su crecimiento es muy rapido en situaciones anaerobias o

aerobias, las infecciones mas comunes son de vias urinarias y algunas

especies son causales de provocar diarrea como la E. coli. (21,22)

R/
0‘0

E. coli: Es una bacteria Gram negativa, anaerobio facultativo, no
esporula, llega a medir de 0,5 de ancho y 3 micrémetros de largo,
presenta flagelos peritricos la cual la hace movil y su morfologia es de
un baston. Se encuentra en la flora intestinal de los humanos y animales
de sangre caliente, podemos clasificar a esta cepa en tres grupos
importantes: patogenos diarreogénicos (DEC), comensales y
extraintestinales, siendo resaltante el grupo DEC, por estar relacionado
con infecciones debido al consumo de agua y alimentos contaminados,
la OMS sefiala que la E. coli estd vinculada con las enfermedades
trasmitidas por alimentos (ETA) al ser la productora de toxina Shiga,

dentro del grupo DEC hay seis patotipos: entero patogénica, entero
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toxigénica, entero hemorragica, entero agregativa, entero invasiva y de

adherencia difusa. (23,24)
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Figura 3. Escherichia coli mediante tincion de Gram. (25)

Disponible en:

https://www.msdmanuals.com/es/professional/mu
Itimedia/image/tinci%C3%B3n-de-gram-
escherichia-coli

1.5.4. Medios de cultivo

Los medios de cultivo contienen ingredientes esenciales como nutrientes y/o

componentes

de crecimiento que favorecen el desarrollo de

microorganismos (bacterias, virus y hongos), sus elementos habituales

comprenden desde bases nutritivas, carbohidratos, sales minerales y agua.

En los laboratorios es muy util estos medios debido a que se usan para

cultivar, inactivar o activar cepas correspondientes a fin de cualquier

procedimiento microbioldgico y se pueden clasificar de acuerdo a: (26)

Segiin su consistencia:

®
0.0

Sélidos: Se emplean para apreciar de manera macroscopica el color de
las colonias y su forma, contienen una sustancia gelificante que recibe
el nombre de agar.

Liquidos: Se le conoce también como caldos, sus nutrientes se
encuentran de forma liquida y se usa para generar gran cantidad de

microorganismos.

Segiin su funcién:
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+» Selectivos: Poseen la propiedad de separar y cultivar bacterias en
especifico, logrando inhibir el crecimiento de otras especies.

+ Diferenciales: Contienen indicadores que funcionan como colorantes
para presenciar cambios en su comportamiento de los microorganismos
con la finalidad de distinguirlos.

Segiin su origen:

R/

« Naturales: Se constituyen a partir de materia natural como tejidos
vegetales o animales.

++ Sintéticos: Presentan una estructura quimicamente definida.

1.5.5. Técnica de agotamiento por estrias

Es una técnica de aislamiento también conocida como agotamiento en placa,
consiste en arrastrar de manera progresiva y continua la muestra en forma
de estrias con ayuda de una asa bacterioldgica en el medio solido, de esta
manera se logra disminuir individualmente las colonias que creceran
después de incubarlas, para su procedimiento el asa debe estar estéril,
flameédndola en el mechero hasta un rojo incandescente antes de estriar y por
cada serie que se realice, como dato importante al momento de incubar las
placas Petri se debe colocar de manera invertida, debido a que el agua de

condensacion no dejaria que las colonias se aislen. (27)

Figura 4. Aislamiento por agotamiento de estrias. (28)
1.5.6. Gentamicina

Es un antibiotico bactericida, debido a que su mecanismo de accion consiste
en atravesar la membrana celular de las bacterias por transporte activo, de

este modo se logra unir irreversiblemente a las subunidades ribosémicas
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1.5.7.

308, es asi que se bloquea la sintesis de proteinas provocando su muerte.
Logra su efecto contra la mayoria de bacterias Gram negativas como
Enterobacter, Proteus, Pseudomona aeruginosa, Serratia, E. coli, etc.
También tiene actividad contra algunas Gram positivas incluyendo S.

aureus. (29)

Amino acid

Charged
tRNA

mRNA

Aminoglycosides

B __ Uncharged tRNA

Figura 5. Mecanismo de accion de los aminoglucosidos. (30)
Disponible en:

https://www.lecturio.com/es/concepts/aminoglucosid

Fitoterapia

Proviene de dos vocablos griegos que son phyton, therapeia que significan
planta y tratamiento respectivamente, la cual nos da a entender el uso de
sustancias vegetales con el propdsito de curar alguna enfermedad o mejorar
la salud de las personas, su efecto se enfoca en Fito complejos a diferencias
de los productos sintéticos que son a partir de moléculas aisladas elaboradas
en un laboratorio. Las plantas suelen prepararse en diferentes formas como
la infusion, decoccion, maceracion, tinturas madres o simples y extractos,
teniendo como finalidad el arrastre de componentes activos a un medio que
sea facil de manipular, obteniendo beneficio gracias a la accion de estas
sustancias denominadas saponinas, cumarinas, fenoles, antraquinonas,

flavonoides, etc. (31)
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Figura 6. Aplicacion de la fitoterapia (32)

Disponible en:

https://ienutricion.com/que-es-la-fitoterapia-y-
cuales-son-las-plantas-medicinales-mas-utilizadas/

IL. ESTRATEGIA METODOLOGICA
2.1.  Tipo, nivel y disefio de investigacion
2.1.1. Tipo de investigacion:

El estudio es de tipo bésico, el cual permiti6 obtener nuevos conocimientos

sobre la actividad antibacteriana de los extractos obtenidos de esta especie.

2.1.2. Nivel de investigacion:

Descriptivo — Explicativo

2.1.3. Disefio de la investigacion:
El disefio que se emple6 es experimental, aplicando técnicas y
procedimientos adecuados, para obtener resultados confiables y

reproducibles.

2.2.  Lugar de investigacion
En la Universidad Nacional San Luis Gonzaga, Facultad de Farmacia y bioquimica,
Laboratorio de analisis bioquimicos y clinicos — Laboratorio de Industria

Farmacéutica y Tecnologia Farmacéutica.

2.3. Materiales de trabajo

2.3.1. Materiales de laboratorio

» Tubos de ensayo
» Gradillas
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YV V V VYV V V V V V V V VY V V VYV V V V V V V

Espétulas

Vasos de precipitado
Pipetas graduadas

Pipetas volumétricas
Bagueta o Varilla de vidrio
Soporte universal

Aros de soporte

Pinzas

Placas Petri

Matraz aforado

Matraz Erlenmeyer

Viales

Crisoles

Capsulas de porcelana
Lunas de reloj

Probetas

Mecheros

Placa excavada de porcelana
Sacabocado

Pipetas automaticas

Agitadores magnéticos

2.3.2. Equipos de laboratorio

Y

YV V.V V V V V V V VYV VY

Estufa

Mufla

Turbidimetro

Estufa de cultivo
Autoclave
Refractometro digital
Potencidometro
Agitador vortex
Cabina de seguridad
Desecador

Balanza analitica

Bafio ultrasonido
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2.3.3. Reactivos

A\

YV V. V V V V V V V VYV V V VYV V V V V V V V

Etanol de 96%

Etanol de 70%
Diclorometano

Acido clorhidrico 1%
Reactivo de Mayer
Reactivo de Wagner
Reactivo de Dragendorff
Agua destilada
Gelatina

Hidroxido de sodio
Acido sulfarico
Cloruro férrico
Ninhidrina

Alcohol amilico
Cloruro de sodio

Acido clorhidrico 37%
Limaduras de magnesio
Medios de cultivo
Agar tripticasa soya
Caldo tripticasa soya

Agar Mueller Hinton

2.3.4. Otros

Y

YV V V V V V V V V V

Mascarilla
Guantes

Cofia

Algodoén

Ligas

Papel Kraft
Hisopos estériles
Jeringas

Papel toalla
Papel filtro

Papel aluminio
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2.4. Hipdtesis y variables

2.4.1. Hipotesis
Hipétesis general

R/

poseeran buena actividad antibacteriana.

Hipotesis especificas

R/

¢ Los extractos etandlicos al 96% y 70% de Pluchea chingoyo “Tofiuz”,

+» Los metabolitos secundarios encontrados en los extractos etanolicos al

96% y 70%, posiblemente sean los responsables de la actividad

antibacteriana.

“Tofiuz”, ofreceran

fisicoquimicas.

buenas

caracteristicas

s Los extractos etanolicos al 96% y 70% obtenidos de Pluchea chingoyo

organolépticas y

s La CMI del extracto etandlico mas activo de pluchea chingoyo “Tofiuz”,

otorgara resultados significativos de acuerdo a su parametro evaluado.

2.4.2. Variables

V. Independiente
Variable Indicador Indice
Extractos etandlicos Control Fisicoquimico
al 96% y 70% de y Organoléptico
Pluchea chingoyo Tamizaje Fitoquimico Reacciones de
“Tofiuz” coloracion y/o
precipitacion
V. Dependiente
Actividad Halos de inhibicion Milimetros (mm)
antibacteriana Concentracion minima

inhibitoria (CMI)

%
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2.5.

2.6.

Poblacion y muestra

2.5.1.

2.5.2.

Poblacion

% Especie vegetal Pluchea chingoyo “Tofiuz” ubicada en la ciudad de Ica.

Muestra

7

 Extracto etanolico al 96% y 70% de Pluchea chingoyo “Tofiuz”.

Métodos, técnicas y procedimientos para la recoleccion de datos

2.6.1.

2.6.2.

2.6.3.

Recoleccion y clasificacion de la muestra

Esta se efecttio en el departamento, provincia y distrito de Ica, se recogio
una muestra de aproximadamente 2 kilos de la especie vegetal Pluchea
chingoyo “Tofiuz”, se realizd a las primeras horas de la mafana con las
herramientas necesarias como tijeras de podar, bolsas de papel Kraft y fueron
trasladadas a la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad

Nacional “San Luis Gonzaga”.

Parte de la muestra vegetal tuvo que ser llevada al Museo de Historia Natural
de la Universidad Mayor de San Marcos para que sea clasificada
taxonémicamente por un bidlogo autorizado y certificado, siguiendo el

sistema de clasificacion APG IV (2016).

Tratamiento de la muestra
+ Seleccion: Es el proceso después de la recoleccion donde se selecciond
las partes de estudio de la planta que se encuentre en un 6ptimo o buen
estado, descartando aquellas que encuentren dafiadas (picadas,
oxidadas, etc.)

« Limpieza: Se procedié a limpiar el material vegetal, con el objetivo de
poder eliminar la suciedad como tierra o materia extraia que pueda
afectar con los procesos por realizar.

+» Secado: Este procedimiento se realizo bajo sombra con la finalidad de
no afectar los compuestos activos de la especie vegetal y se esparcio en
hojas de papel Kraft por un periodo de 15 dias.

« Conservacion: Se conservo en bolsas con material de papel Kraft hasta

realizar su investigacion correspondiente.

Obtencion del extracto

2.6.3.1. Percolacion

Meétodo de extraccion segln el estado fisico de las sustancias

(s6lido — liquido), donde se obtuvo los extractos fluidos
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utilizando como solvente al etanol en diferentes
concentraciones de 96% y 70%, aprovechando segin su
metodologia el agotamiento total de la droga por ser un método

continuo. (33)
v" Humectacion de la droga

Se pesaron 450 gramos de la especie en proporcion 1:1:1 de
hojas, tallos y flores, humectadas con etanol de 96° y 70°, por
separado en un intervalo de tiempo de 2 a 4 horas, teniendo en
cuenta el valor que corresponde al coeficiente de absorcion de
agua para calcular la cantidad de solvente que se necesito para

la humectacion.

H = Volumen final del producto + (CAA x cantidad de droga)
Donde:

H: Humectante a usar

CAA: Coeficiente de absorcion del agua

v" Llenado del equipo

Una vez que la droga se encuentre humectada, se llend sin
exceder el 75% de la capacidad total del equipo, verificando
que no exista espacios sin rellenar porque se pueden formar
burbujas y toda la droga debe esta compactada, luego se

introdujo un papel filtro y para finalizar las perlas de vidrio.
v' Maceracién previa

Luego se dejo macerando la muestra por un tiempo de 24 a 48
horas.
v’ Lixiviacion

Se empezd con la lixiviacion después de la maceracion previa
con un goteo lento de 20 gotas por minuto, de esta manera se
obtendra la primera parte que se denominara la fraccion A
equivalente al 80% del volumen final y el restante sera la

fraccion B hasta el agotamiento total de la droga.

v Operaciones unitarias complementarias
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2.6.4.

Se procedidé a mezclar ambas fracciones, pero antes se evaporo
la fraccion B para concentrar el 20% correspondiente y se filtro

para obtener el extracto fluido total.

Tamizaje fitoquimico

Se desarrollo el tamizaje fitoquimico mediante reacciones de precipitacion
y/o coloracion para identificar de manera cualitativa los metabolitos
secundarios de la especie vegetal, segun la técnica aplicada por Olga Lock,

este proceso nos otorga reacciones de tipo sensible y reproducibles. (34)

2.6.4.1. Determinacion de los compuestos bioactivos

a) Deteccion de taninos

+ Reaccion de gelatina — sal

Se prepard el extracto en solucidon acuosa, luego se
distribuyo dicha solucién en tres tubos de ensayo, teniendo
en cuenta el control para apreciar su diferenciacion y

realizar las siguientes reacciones:

« Reaccion de sal: Se agregd al primer tubo 2 mL de
cloruro de sodio al 5%

« Reaccion de gelatina: Se anadio al segundo tubo 2 mL de
gelatina al 1%

« Reaccion de gelatina — sal: Se agregé 1 mL de solucion

de cloruro de sodio al 5% mas 1 mL de la solucién de

gelatina al 1%

Si existe precipitacion con la Ultima reaccién o la

segunda se considera positivo, pero si solo ocurre en la

primera podria ser un falso positivo.

b) Deteccion de grupos aminos libres

<+ Reaccion de ninhidrina

Se coloc6 en un papel filtro una gota del extracto en solucion
etandlica, luego se afiadid ninhidrina al 2% disuelta en
etanol y se tuvo como blanco la misma, después se dejo
secar a temperatura ambiente para llevar el papel filtro a una
estufa con temperatura de 110 - 120 °C hasta que aparezca

un color.
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Si hay presencia de un color azul violaceo, la reaccidn se

considera positiva.

¢) Deteccion de flavonoides

R/

% Reaccion de Shinoda

Se utilizé una placa excavada, la cual al extracto en solucion
acuosa y etanolica se le adiciono 5 limaduras de magnesio y

2 gotas de 4cido clorhidrico concentrado.

Si la tonalidad de la reaccion es de color rojo, anaranjado o

violeta, sera positiva.

d) Deteccion de Triterpenoides y/o Esteroides

< Reaccion de Liebermann Burchard

Se disolvio el extracto en diclorometano y se vertié unas
gotas en la placa excavada, después se incorporo6 5 gotas de
anhidrido acético seguidamente de 4 gotas de acido

sulfurico concentrado.

Si se observa colores verdes o azul verdoso, se reportara

como positivo.

e) Deteccion de Antraquinonas

+ Reaccion de Borntrager

En un tubo de ensayo, el extracto disuelto en diclorometano
se mezclo con 5 mL de hidroxido de sodio o soda caustica
al 5%, luego se agitod el tubo de forma suave para dejarlo en

reposo y visualizar dos fases.
Se considera positivo si la fase acuosa es de color roja.
f) Deteccion de alcaloides

Se prepar6d el extracto con acido clorhidrico al 1% y se
distribuyd en tres tubos para su reaccion teniendo en cuenta un

tubo control adicional para su resultado.

+ Reaccion de Dragendorff
Se interpreta como positivo por un precipitado color
anaranjado

+ Reaccion de Mayer
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Si aparece un precipitado color blanco cremoso, la reaccion
es positiva

¢ Reaccion de Wagner
La reaccién genera un precipitado color marrén para ser
positivo

g) Deteccion de Leucoantocianidinas y catequinas

R/

% Reaccion de Rosenheim

El extracto al mezclarse con etanol, se transfiri6 3 mL al
tubo de ensayo, luego se agregd 1.5 mL de acido clorhidrico
concentrado y se calent6 por 10 minutos, se dejo enfriar para
poder anadir 2 mL de agua y 1 mL de alcohol amilico, se

agitd y se observo el color en la fase amilica.

Es positiva si aparece un color rosa débil o carmesi oscuro,
la coloracion roja revela presencia de antocianidinas y si es

marron indica existencia de catequinas.

h) Determinacion de grupos fenoélicos libres

< Reaccion de cloruro férrico

En un tubo de ensayo que contenga el extracto disuelto en
etanol, se le incorporé aproximadamente 10 gotas de

tricloruro férrico al 1%.

Si el resultado de la reaccion resulta de color azul verdosa o

verde, se considera positivo.

2.6.5. Caracterizacion fisicoquimica
Se evaluo distintos procesos para determinar las caracteristicas propias del

extracto vegetal.

a) Analisis capilar (35)
Se desarroll6 por capilaridad y se emple6 un vaso de precipitado de 100
mL, se le afiadido 20 mL del extracto fluido, se cortd un papel filtro con
medidas de 14 x 5 cm, se suspendi6 el papel filtro con ayuda de un
soporte universal para ser sumergida en la muestra por un periodo de
tiempo sin tocar el fondo ni paredes del vaso precipitado, ascendio el
fluido por capilaridad donde se evalu6 algunos factores como la altura,

tiempo, color, fluorescencia y forma de la franja.
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b) Densidad relativa (35)

Se determind por el método del densimetro, para este proceso se agrego
la cantidad del extracto fluido a una probeta de 250 mL, luego se
procedio anadir el densimetro verticalmente con cuidado para observar
que flote hasta alcanzar una altura y a nivel superficial del extracto fluido
se marco un valor de la densidad en la escala del densimetro y se tuvo
como como patrén al agua.

Solidos totales: AOAC 925.03B (36)

Se llevo a cabo usando el método gravimétrico, en el cual se procedio a
determinar la existencia de compuestos organicos € inorganicos que
contiene la muestra, excepto agua, ya que se tendra que evaporar, al ser
sometida a una temperatura parcialmente elevada en una estufa,
otorgando como resultado la pérdida de peso como humedad aplicando
los calculos segiin la metodologia.

Inicialmente se acondicioné las placas Petri en la estufa a 130°C por 1
hora, luego se transporté a un desecador para que enfrie y logre la
temperatura ambiente, se anot6 el peso de la placa vacia y se agregd
alrededor de 2 gramos de la muestra, destapada la placa se coloca de
nuevo en la estufa por 1 hora, finalizado el tiempo se traslado al
recipiente hermético para que enfrie y ser pesado, se aplico la siguiente

formula para hallar su valor:

% de solidos totales = ((A-B) /C) x 100
Dénde:

A = Peso de la placa Petri con residuo

B = Peso de la placa Petri vacia

C = Peso de la muestra

d) Sélidos solubles: AOAC 932.12 (36)

Se us6 como base el método refractométrico, preparando la muestra al
10% vy calibrando el equipo previamente para realizar una lectura

directa.

e) Cenizas: AOAC 923.03 (36)

Se procedié a obtener las cenizas segun la metodologia para ser

expresadas de manera porcentual, con la finalidad de poder determinar
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2.6.6.

la cantidad total de compuestos inorganicos que contiene la muestra
debido a la destruccion o volatilizacion de los compuestos organicos, al
ser sometida a una temperatura elevada en una mufla por un periodo de

tiempo.

En una mufla a 600°C se trataron los crisoles de porcelana por 60
minutos, se dejaron enfriar en un desecador hasta temperatura ambiente
para luego anotar su peso, después se adicioné de 1 a 3 gramos del
extracto y se volvio a llevar al equipo de calcinacion por 4 horas,
transcurrido lo mencionado se enfria en el desecador para registrar su

nuevo peso y se aplica la siguiente férmula:
% de cenizas = (X -Y) /Z) x 100

Doénde:

X = Peso del crisol con las cenizas

Y = Peso del crisol vacio

Z = Peso de la muestra

f) pH: AOAC 981.12 (36)
Se realizo por potenciometria para medir el nivel de acidez o alcalinidad,
se calibro el equipo con soluciones buffer y se prepard la muestra de

manera proporcional 1:10, finalmente se ejecuto la lectura.

Determinacion de la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos
al 96% y 70%

La evaluacion de la actividad antibacteriana se ejecutd siguiendo las
recomendaciones del Instituto Nacional de Salud (INS), con respecto al
Manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por
el método de disco difusion, en este caso se realizo el método kirby — Bauer
modificado y para la concentracion minima inhibitoria se realizdé por

diluciones en caldo. (37)
a) Método de difusion en Agar

El fundamento de este ensayo consistio en la inhibicion del crecimiento
bacteriano por medio de las sustancias activas en un medio solido y se
evidencié por la formacion de halos que fueron categorizados de la
siguiente manera: Sensible (S), Intermedio (I) y Resistente (R), como si

fuera el método de referencia.
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b)

d)

Tabla 1. Diametros criticos en referencia a la Gentamicina.

Categoria Halo de inhibicién (mm)
Sensible (S) >15
Intermedio (I) 13-14
Resistente (R) <12

Bacterias de estudio

% Staphylococcus aureus ATCC 25923

s Escherichia coli ATCC 25922

Activacion de las Bacterias

Se prepard caldo Tripticasa de Soya para este proceso, en tubos de
ensayo se transfirio una cantidad considerable de este caldo estéril, luego
se afiadié asadas de colonias inactivadas en Agar Tripticasa de soya
(TSA) para colocarlas en una incubadora a 37 °C por 18 a 24 horas.
Elaboracion de las cepas madres

Después de su activacion se usd el agotamiento por estria con la
finalidad de aislar colonias en placas Petri con TSA, estas recibieron el
nombre de cepas madre y se almacenaron bajo refrigeracion.
Preparacion de la suspension del inéculo

A partir de las cepas madre se realizo un repique de las bacterias para
obtener un cultivo fresco de maximo 24 horas, después se tomod una
asada y se suspendid en solucion salina fisiologica estéril al 0.9% con
9mL y se ajusto la turbidez con ayuda de un turbidimetro segun el tubo
numero 0,5 en la escala de McFarland equivalente a 1,5 x 108 unidad
formadoras de colonia (UFC)/mL.

Preparacion de las placas

El medio de cultivo Agar Mueller-Hinton se preparo y se esterilizo en
una autoclave a 121 °C por 15 minutos, se dejo enfriar hasta una
temperatura de 45 a 50 grados para verter aproximadamente 20 mL en
las placas Petri hasta que solidifique. Del procedimiento anterior con un
hisopo estéril se embebid la suspension del inoculo para realizar un
sembrado por superficie en 4 direcciones y la circunferencia interna de

la placa, se llevd a reposo para que el exceso de humedad pueda ser
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absorbido por 15 minutos y finalmente con un sacabocado realizar 5

pozos de 7 mm de diametro.

Figura 7. Imagen referencial sobre las direcciones del
sembrado del indculo.

g) Preparacion de las muestras
Se pesaron los extractos etanolicos secos de 96% y 70% con una
concentracion de 1g/mL disueltos en su solvente madre.
h) Inoculacion e incubacion
De las muestras elaboradas, se coloco con la pipeta automatica 40
microlitros a cada pozo y para mayor difusion se mantuvo en reposo por
20 minutos a temperatura ambiente, luego se llevo a incubar de 18 a 24
horas a 37 °C.
¢+ Control negativo: Etanol al 96% y 70%
¢+ Control positivo: Gentamicina 0.25 pg/ulL
i) Lectura e interpretacion de resultados
Se analizo los resultados de acuerdo a las zonas claras de inhibicioén en

relacion a sus diametros, el extracto mas activo frente a las cepas

evaluadas se sometio al ensayo de la concentracion minima inhibitoria.

2.6.7. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria
a) Diluciones en caldo

Este método busca evaluar la inhibiciéon del aumento bacteriano, por
medio de diluciones en tubos de ensayo de los extractos etandlicos,
luego se demostro a través de la ausencia o presencia del desarrollo de
los microorganismos en las placas Petri a distintas concentraciones,
hallando la concentracion mas baja de la muestra que inhibe su

proliferacion.
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Segun el manual del Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio,
también conocida por sus siglas en inglés (CLSI), se obtuvo un cultivo
fresco de 16 horas y se llevd a una suspension bacteriana en suero
fisioldgico de 1 x 1078 UFC/mL, después de realizé una dilucién con
caldo Tripticasa de soya a razon de 1:20 obteniendo una nueva
concentracion de 5 x 1076 UFC/mL, siendo denominada esta mezcla
como caldo contaminado, seguidamente se repartio este caldo en tubos
de ensayo rotulados del 1 al 6 % para llevar a cabo la cantidad suficiente
para 2 mL con los extractos preparados de 1g/mL, se tuvo en cuenta el
blanco de crecimiento, caldo sin bacterias y el control positivo con

gentamicina, este ensayo se realizé por triplicado. (37)

2.7.  Técnicas de procesamiento de la informacion

> Recoleccion de datos analiticos

Se anotaron todos los resultados obtenidos en el cuaderno de trabajo siguiendo

un orden establecido por cada método evaluado.
» Procesamiento, interpretacion y analisis de datos

Se procesd mediante un analisis de varianza (ANOVA), la significancia se reportd
con un nivel de confianza del 95%, mediante el método de Tukey, usando el
programa minitab version 18 para realizar algunas graficas y tablas

correspondientes.

2.8. Aspectos éticos
Se tuvo cautela con los aspectos éticos, logrando evitar la manipulacion de resultados
o el hurto de informacion, para la cual se referencio y cit6 a los autores respetando

sus derechos.
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I11. RESULTADOS
> Actividad antibacteriana

Tabla 2. Medidas de los halos de inhibicidn, con respecto a los tratamientos de los extractos

etanolicos al 96% y 70% de Pluchea chingoyo “Tonuz” contra S. aureus.

S. aureus

Halos (mm)  Extracto 96%  Extracto 70% Gentamicina C()9%% C(-) 70%

Halo 1 19 15,5 21 0 0
Halo 2 19 15 21 0 0
Halo 3 19 15 21.5 0 0
Halo 4 20 15 21 0 0
Halo 5 19 15,5 21 0 0

Nota: Control negativo: C (-)

Los controles negativos fueron el etanol al 96% y 70%, que fueron los solventes empleados para
disolver los extractos, evidenciando que, siendo el vehiculo de las muestras analizadas, no

formaron halos de inhibicion.

Tabla 3. Promedio de los halos de inhibicion de la tabla 2 y su categorizacion de S. aureus contra

los extractos etanolicos al 96% y 70% de Pluchea chingoyo “Tofiuz” segin la tabla 1.

Tratamientos Medias de halos en (mm) Resultado
Extracto 96% 19,2 + 0,447 Sensible
Extracto 70% 15,2+ 0,274 Sensible
Gentamicina 21,1 £0,224 Sensible

Las medias son valores que se desarrollaron por quintuplicado.

Los resultados de esta categoria, se reportaron de acuerdo a la comparacion con el método de

referencia.

Tabla 4. Promedio de las areas de inhibicion expresadas en mm2 segun la tabla 2, a partir de los

extractos etandlicos al 96% y 70% de Pluchea chingoyo “Tofiuz” frente a S. aureus.

Tratamientos Area de inhibicién en mm?
Extracto 96% 289,64
Extracto 70% 181,50
Gentamicina 349,74

Control negativo (etanol 96%) 38,48

Control negativo (etanol 70%) 38,48

Area de inhibicion mm?2 es igual a m x radio2
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Los controles negativos no mostraron halos de inhibicion, sin embargo, se considero el

tamafio del pozo que fue de 7 mm.

Tabla 5. Areas de inhibicion restando el tamafio del pozo expresadas en mm2 de los promedios
mostrados en la tabla 4, a partir de los extractos etandlicos al 96% y 70% de Pluchea

chingoyo “Tofiuz” frente a S. aureus.

Tratamientos N Media Desviacion IC de 95%
(mm?) estandar
Extracto 5 251,16 13,73 (244,09; 258,23)
96%
Extracto 5 143,02 6,57 (135,95; 150,09)
70%
Gentamicina 5 311,26 7,47 (304,19; 318,33)
CH
C (-) 96% 5 0 0 (-7,073551;
7,073551)
C(-)70% 5 0 0 (-7,073551;
7,073551)

N = Numero de repeticiones, IC = Intervalo de confianza

Grdfica de caja de la inhibicion frente a S. aureus
350

300
250
200
150

100

Area de inhibicién en mm?

50

0 L

&

E96 E70 ) C(-)96 )70
Tratamientos realizados

Figura 8. Area de inhibicién en mm2 vs tratamientos realizados mediante grafica de caja para

S. aureus segun la tabla 5.

37



Nota: E96 es el extracto etanodlico al 96% y E70 es el extracto etandlico al 70% de Pluchea

chingoyo “Tofuz”.

Tabla 6. Informacion de datos agrupados utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%,

segun la tabla 5.

Tratamientos N Media Agrupacion
(mm’)
Gentamicina 5 311,26 A
Extracto 5 251,16 B
96%
Extracto 5 143,02 C
70%
C(-) 70% 5 0
C () 96% 5 0
Las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes.

ICs simultdneos de 95% de Tukey

Diferencia de las medias para E96; E70; ...
E70 - E96 ——
C(+) - E96
C(-)96 - E96

o
C(-)70 - E96 e

C(-)96 - E70

¢ ¢

T
1
1
|
1
1
1
1
|
1
1
|
C(+) - E70 ! L e
|
|
C(-)70 - E70 !
C(-)96 - C(+) - i
1
C()70 - C(+) e !
1

C(-)70 - C(1)96 g

|
-300 -200 -100 0 100 200

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Figura 9. Diferencias significativas de las medias de acuerdo a Tukey segun la tabla 6.
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Tabla 7. Medidas de los halos de inhibicidn, con respecto a los tratamientos de los extractos

etanolicos al 96% y 70% de Pluchea chingoyo “Tofiuz” contra E. coli.

E. coli
Halos (mm)  Extracto 96%  Extracto 70% Gentamicina C(-)96% C(-)70%
Halo 1 7,5 8,8 21,75 0 0
Halo 2 7,25 9 21,75 0 0
Halo 3 7,25 9 22 0 0
Halo 4 7,5 9 22 0 0
Halo 5 7,5 8,5 22 0 0

Tabla 8. Promedio de los halos de inhibicion de la tabla 7 y su categorizacion de E. coli contra

los extractos etandlicos al 96% y 70% de Pluchea chingoyo “Tofiuz” segln la tabla 1.

Tratamientos Medias de halos en (mm) Resultado
Extracto 96% 7,4 +£0,137 Resistente
Extracto 70% 8,86 +0,219 Resistente
Gentamicina 21,9+ 0,137 Sensible

Las medias son valores que se desarrollaron por quintuplicado.

Tabla 9. Promedio de las areas de inhibicion expresadas en mm2 segun la tabla 7, a partir de los

extractos etandlicos al 96% y 70% de Pluchea chingoyo “Tonuz” frente a E. coli.

Tratamientos Area de inhibicién en mm?
Extracto 96% 43,02
Extracto 70% 61,68
Gentamicina 376,70

Control negativo (etanol 96%) 38,48

Control negativo (etanol 70%) 38,48

Area de inhibicion mm?2 es igual a 7 x radio2

Los controles negativos no mostraron halos de inhibicion, sin embargo, se considerd el tamafio

del pozo que fue de 7 mm.
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Tabla 10. Areas de inhibicién restando el tamaiio del pozo expresadas en mm?2 de los promedios
mostrados en la tabla 9, a partir de los extractos etandlicos al 96% y 70% de Pluchea

chingoyo “Tofiuz” frente a E. coli.

Tratamientos N Media Desviacion IC de 95%
estandar
Extracto 5 4,54 1,59 (2,112; 6,959)
96%
Extracto 5 23,2 3,01 (20,78; 25,62)
70%
Gentamicina 5 338,21 4,71 (335,79; 340,64)
CH
C (-) 96% 5 0 0 (-2,423383;
2,423383)
C(-)70% 5 0 0 (-2,423383;
2,423383)

Grdfica de caja de la inhibicion frente a E. coli

350
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E96 E 70 C+ C(-)96 Cc()70
Tratamientos realizados

Figura 10. Area de inhibicion en mm2 vs tratamientos realizados, mediante grafica de caja para

E. coli segtn la tabla 10.
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Tabla 11. Informacion de datos agrupados utilizando el método de Tukey y una confianza de
95%, segun la tabla 10.

Tratamientos N Media Agrupacion
Gentamicina 5 338,21 A
Extracto 5 23,2 B
70%
Extracto 5 4,54 C
96%
C(H)70 % 5 0 C
C(-)96 % 5 0 C
Las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencia de las medias para E 96; E 70; ...

E70-E9 .
C+-E9%
C()96 - E96
C(H)70 - E9%
C+-ET0
C()96 - E70 .
C()70 - E70 .
C()96 - C+ °
C()70 - C+ .

CO70 - C()96

o —-i-—————————————————-.——-I————————
L ]

-400 -300 -200 -100 100 200 300 400

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Figura 11. Diferencias significativas de las medias de acuerdo a Tukey segun la tabla 11.
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Tabla 12. Datos comparativos en relacion a las medias en mm2 de los diversos tratamientos frente

aE. coliyS. aureus.

Tratamientos S. aureus E. coli
Extracto 96% 251,2 4,54
Extracto 70% 143,0 232
Gentamicina C (+) 311,3 338,2
C (-) 96% 0 0
C(H)70 % 0 0

Grdfica comparativa de extractos frente a S. aureus y E. coli

350
300
250

200 Variable

—®— S.aureus

150 —m— E.col

100

Area de inhibicién en mm?

50

E96 E70 C(+) ()96 cH70
Tratamientos realizados

Figura 12. Area de inhibicion en mm?2 vs tratamientos, comparados con S. aureus y E. coli

segun la tabla 12.
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> Identificacion de los metabolitos secundarios

Tabla 13. Metabolitos secundarios identificados mediante el tamizaje fitoquimico del extracto

etandlico al 96% y 70% de Pluchea chingoyo “Tofiuz”.

Metabolito secundario Reaccién Resultado
Rx. de gelatina Positivo
Taninos Rx. de sal Positivo
Rx. de gelatina - sal Positivo
Grupos fendlicos libres Rx. de cloruro férrico Positivo
Flavonoides Rx. de Shinoda Positivo

Triterpenoides y/o Rx. de Liebermann - N

esteroides Burchard Positivo
Grupos aminos libres Rx. de ninhidrina Positivo
Rx. de Dragendorff Positivo
Alcaloides Rx. de Mayer Negativo
Rx. de Wagner Negativo
Antraquinonas Rx. de Borntrager Negativo

Leucoantocianidinas y

Rx. de Rosenheim Positivo
catequinas

Leyenda: Positivo: Presencia, Negativo: Ausencia

Para considerar positivo los alcaloides, debe dar positivo al menos dos reacciones.

» Caracterizacion fisicoquimica

Tabla 14. Caracterizacion fisicoquimica del extracto etanolico al 96% de Pluchea chingoyo

“Tofiuz”.

Parametros Resultados Unidades
Olor Suigéneris ---
color Verde oscuro ---

Aspecto Liquido y viscoso ---
pH 4,86 + 0,035
Sélidos totales 13,35+ 0,094 g/100g
Sélidos solubles 36,5+0,5 °Bx (Brix)
Cenizas 22,34+ 0,373 g/100g
Densidad 0,922 g/mL
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Tabla 15. Caracterizacion fisicoquimica del extracto etandlico al 70% de Pluchea chingoyo

“Tofiuz”.

Parametros Resultados Unidades
Olor Suigéneris ---
color Marrén oscuro -

Aspecto Liquido y denso ---
pH 5,33 + 0,031
Sélidos totales 21,88 +£0,332 g/100g
Solidos solubles 345+0,5 °Bx (Brix)
Cenizas 14,58 £ 0,653 2/100g
Densidad 0,958 g/mL

Tabla 16. Analisis capilar del extracto etandlico al 96% y 70% de Pluchea chingoyo “Tofiuz”

Parametros Resultado
Altura Mediana
Tiempo 30 minutos
Color Poco coloreada
Fluorescencia Positivo
Forma de la franja Regularmente dentada

> Concentracion minima inhibitoria

Tabla 17. Concentracion minima inhibitoria del extracto etanolico al 96% frente a S. aureus.

S. aureus

1% 2% 3% 4% 5% 6%

1° Presencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia  Ausencia
repeticion

2° Presencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia  Ausencia
repeticion

3° Presencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia  Ausencia
repeticion
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Tabla 18. Concentracién minima inhibitoria del extracto etandlico al 70% frente a S. aureus.

E. coli
1% 2% 3% 4% 5% 6%
1° Presencia Presencia Presencia Presencia Ausencia  Ausencia
repeticion
2° Presencia Presencia Presencia Presencia Ausencia  Ausencia
repeticion
3° Presencia Presencia Presencia Presencia Ausencia  Ausencia
repeticion
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Iv.

DISCUSION

Es una alarma mundial la resistencia bacteriana y se busca nuevas soluciones en diversas
fuentes, siendo una de ellas la naturaleza, en esta investigacion se tuvo en cuenta las
plantas medicinales por poseer moléculas bioactivas con propiedades antibacterianas, se
realizd busquedas bibliograficas en medios como PubMed, Scielo, Scopus, Dialnet,
repositorios de universidades y se encontrd solos dos estudios relevantes con respecto a
la especie de Pluchea chingoyo “Tofiuz”, en uno de ellos Alvarado Guido de la UNMSM
en compaifiia con sus docentes de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, obtuvieron un
extracto etandlico fluido al 96% Pluchea chingoyo “Tofiuz”, midiendo un pH écido de 6
y densidad de 0,906 mg/mL (13), lo que difiere de esta investigacion por obtener un
promedio de pH 4,86 y densidad de 0,922 mg/mL, esto se puede deber al método que
usaron, siendo para ellos tiras reactivas de pH y para la densidad utilizaron el picnometro,
mientras que nosotros nos apoyamos en la potenciometria y el método del densimetro,
Sin embargo, existe una similitud en los metabolitos secundarios que identificaron como
son los compuestos fenolicos, flavonoides, grupos aminos libres, terpenos, esteroides y
taninos a excepcion de alcaloides. En el otro estudio realizado por Klinar Barbuza Carmen
(12) se evaluo el extracto de solo hojas de Pluchea chingoyo “Tonuz” para inhibir a la
xantino oxidasa, la cual dio como resultados que el extracto acuoso, hidroalcohdlico y
etanolico mostrd6 como porcentaje de inhibicion 76,32%, 79,08% y 81,61%
respectivamente a una concentracion de 100 pg/mL, dicha actividad segin la autora posee
relacion con los polifenoles debido a su alto contenido, siendo mayor con 916,6 mg/kg el
extracto etandlico y justamente estos compuestos tendrian concordancia con la actividad
antibacteriana, lograrian la oxidacion de algunas enzimas especificas interrumpiendo la
respiracion como una funcidn vital, asimismo se puede fusionar a las cadenas de ADN
inhibiendo la sintesis de proteinas, por otro lado los flavonoides provocarian la ruptura

celular a razén de formar complejos con la pared bacteriana. (38)

Con respecto al género Pluchea, Hussain Hidayat y colaboradores, indicaron que los
sesquiterpenoides y flavonoides son sus principales componentes, ademas que algunas
sustancias aisladas evidenciaron efectos antioxidantes, antimicrobianas, larvicidas, entre
otros, lo que guarda relacion con nuestro estudio por coincidir en el tamizaje fitoquimico
con la presencia de flavonoides y que los extractos evaluados al 96% y 70% de Pluchea
chingoyo presentan actividad antibacteriana solo contra S. aureus, cabe resaltar que no se

aislaron sustancias, solo se evalud los extractos crudos. (10)

Ambos extractos al 96% y 70% de Pluchea chingoyo “Tofiuz” brindaron un buen efecto
antibacteriano contra S. aureus, categorizando a esta cepa como sensible (S) al igual que

el control positivo, siendo el mas activo solo contra este patogeno el extracto etanolico al
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96%, cabe resaltar que los extractos se prepararon a 1g/mL y los datos se reportaron como
si fuera el método referencial, lo mencionado no se puede contrastar con otros estudios
porque no se ha encontrado informacién de importancia con la accioén antibacteriana de
las muestras evaluadas, entonces esta tesis brinda nuevas bases cientificas para seguir
profundizando en investigaciones futuras, no obstante, también se determind que el
extracto etanolico al 96% y 70% de Pluchea chingoyo “Tofluz” posee una baja actividad
antibacteriana contra E. coli, considerados segun la técnica empleada a esta cepa como
resistentes (R) e incluso de acuerdo a Tukey solo el extracto etandlico al 96% de Pluchea
chingoyo “Tofiuz”, es significativamente igual a su control negativo como se visualiza en

la tabla 15.
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V.

CONCLUSIONES

1.

Los extractos etandlicos al 96% y 70% de Pluchea chingoyo “Toiiuz” contra S.
aureus otorg6 promedios de halos de inhibicion de 19,2 y 15,2 mm respectivamente,
categorizando a la cepa como sensibles (S), mientras que para E. coli sus halos de
inhibicién fue de 7,4 y 8,86 mm calificandolo como resistente (R), segtin la categoria
del método inicial a una concentracion del extracto de 1g/mL.

Los metabolitos secundarios presentes de manera cualitativa para ambos extractos
etanolicos al 96% y 70% de Pluchea chingoyo “Tofluz” son, taninos, grupos
fenolicos libres, flavonoides, Triterpenoides y/o esteroides, grupos aminos libres y
catequinas.

La caracterizacion organoléptica y fisicoquimica de los extractos etanélicos al 96%
y 70% de Pluchea chingoyo “Tofiuz” presentan diferencias apreciables debido a la
naturaleza de su solvente.

La concentraciéon minima inhibitoria del extracto etanolico al 96% fue de 2% y el
extracto etanodlico al 70% fue de 5% de Pluchea chingoyo “Tofiuz” siendo estos los

mas activos solo contra S. aureus.
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VL

RECOMENDACIONES
1. Ampliar el estudio de la investigacion de los extractos etandlicos al 96% y 70% de
Pluchea chingoyo “Tofiuz” contra otras cepas bacterianas de importancia clinica.
2. Determinar la concentracion minima bactericida de Staphylococcus aureus por ser
la cepa maés sensible.
3. Realizar el aislamiento y valoracion de los metabolitos secundarios identificados,

que guardan relacidon segtin fuentes bibliograficas con la actividad antibacteriana.
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Figura 13. Clasificacion taxondmica de la especie vegetal.
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Figura 14. Recoleccion de la muestra vegetal

1

Figura 15. Seleccion de la muestra vegetal
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Figura 16. Fragmentacion de las hojas de

X Figura 17. Fragmentacion de las flores de la
la especie vegetal

especie vegetal

Figura 19. Fragmentacion del tallo de la Figura 18. Obtencion del extracto
especie vegetal etanolico al 96% de Pluchea chingoyo
“Tofiuz”

57



Figura 21. Obtencion del extracto etandlico Figura 20. Analisis capilar de los extractos
al 70% de Pluchea chingoyo “Tofiuz” al 96% y 70% de Pluchea chingoyo “Tofuz”

Figura 23. Densidad del extracto etandlico Figura 22. Densidad del extracto etandlico
al 96% de Pluchea chingoyo “Tofuz” al 70% de Pluchea chingoyo “Tonuz”
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Figura 25. pH del extracto etandlico al Figura 24. pH del extracto etanolico al
96% de Pluchea chingoyo “Tofiuz” 70% de Pluchea chingoyo “Tofiuz”

Figura 26. Solidos totales del extracto etandlico al 70% de Pluchea chingoyo “Tofuz”
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Figura 27. Solidos totales del extracto etandlico al 96% de Pluchea chingoyo “Tofiuz”

F igurz} 29. Presencia de ﬂavqnoides del~ extracto  Figura 28. Presencia de flavonoides del extracto
etanolico al 96% de Pluchea chingoyo “Tofiuz” etanolico al 70% de Pluchea chingoyo “Tofiuz”
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Figura 31. Presencia de grupos fenélicos Figura 32. Presencia de grupos
libres del extracto al 96% de Pluchea fenolicos libres del extracto etandlico

chingoyo “Tofiuz” al 70% de Pluchea chingoyo “Tofuz”

Figura 30. Ausencia de alcaloides de los extractos etanolicos al 96% y 70% de Pluchea chingoyo
‘CToﬁuZ”
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Figura 34. Extracto etandlico al 96% de Pluchea chingoyo “Tofiuz”
contra S. aureus.

Figura 33. Extracto etandlico al 70% de Pluchea chingoyo “Toiuz”
contra S. aureus.
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Figura 36. Extracto etandlico al 96% de Pluchea chingoyo “Tofiuz”
contra E. coli.
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Figura 38. Extracto etanolico al 70% de Pluchea chingoyo “Tofiuz” contra E. coli.

Figura 37. Gentamicina vs E. coli.

64



Figura 39. Tratamientos vs cepas bacterianas

Figura 40. Diluciones para el CMI del extracto etandlico al 70% de Pluchea chingoyo “Tofiuz”
contra S. aureus.
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Figura 42. Diluciones para el CMI del extracto etanolico al 96% de Pluchea chingoyo “Tofiuz” contra
S. aureus.

Figura 41. Resultado del CMI del extracto etandlico al 96% de Pluchea chingoyo “Tofiuz” contra
S. aureus por presencia o ausencia.
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Figura 43. Resultado del CMI del extracto etandlico al 70% de Pluchea chingoyo “Toiuz”
contra S. aureus por presencia o ausencia.
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