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RESUMEN  

 

Las plantas medicinales han sido utilizadas por generaciones para tratar diversas patologías, lo 

que resalta la importancia de su estudio para preservar estos conocimientos y validar 

científicamente sus propiedades. Entre las propiedades beneficiosas, se encuentra el efecto 

antimicrobiano de algunas especies que pueden ser una opción relevante para combatir la 

resistencia bacteriana. En tal sentido, surge la iniciativa de identificar los metabolitos secundarios 

del extracto etanólico de Orthopterygium huaucui mediante un tamizaje fitoquímico, evaluar la 

actividad antimicrobiana de las diferentes fracciones obtenidas y determinar la concentración 

mínima inhibitoria (CMI). La materia vegetal fue recolectada en la zona de Cruz Verde y la 

obtención del extracto se realizó mediante la extracción por ultrasonido con etanol de 96°. La 

identificación de los metabolitos secundarios se realizó por reacciones de coloración y/o 

precipitación. La evaluación antimicrobiana se determinó mediante el método de difusión en pozo 

y el CMI de las fracciones más activas. Como resultados se identificaron metabolitos como: 

Flavonoides, taninos gálicos, grupos fenólicos libres, triterpenos y/o esteroides y 

leucoantocianidinas y/o catequinas. La evaluación de difusión en agar determinó que todas las 

fracciones tienen un efecto antimicrobiano frente a las bacterias evaluadas, pero las fracciones D 

y E demostraron un mayor efecto con halos de inhibición entre 25 mm y 29 mm contra S. aureus 

y/o S. typhimurium. En el CMI se observó que la fracción D inhibió el crecimiento bacteriano 

hasta en un 1%, mientras que la fracción E presentó inhibición en el rango de 1.5% y 2%. 

Palabras claves: Orthopterygium huaucui, actividad antimicrobiana, S. aureus, E. coli, fracción 
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ABSTRACT 

 

Medicinal plants have been used for generations to treat various pathologies, highlighting the 

importance of studying them to preserve this knowledge and scientifically validate their 

properties. Among their beneficial properties, the antimicrobial effect of certain species stands 

out as a potentially relevant option to combat bacterial resistance. In this regard, the initiative 

arises to identify the secondary metabolites of the ethanolic extract of Orthopterygium huaucui 

through a phytochemical screening, evaluate the antimicrobial activity of the different obtained 

fractions, determining the minimum inhibitory concentration (MIC). The plant material was 

collected in the Cruz Verde area, and the extract was obtained through ultrasound-assisted 

extraction using 96% ethanol. The identification of secondary metabolites was carried out through 

coloration and/or precipitation reactions. Antimicrobial evaluation was determined by the well 

diffusion method and the MIC of the most active fractions. As a result, metabolites such as 

flavonoids, gallic tannins, free phenolic groups, triterpenes and/or steroids, and 

leucoanthocyanidins and/or catechins were identified. The agar diffusion test determined that all 

fractions exhibited antimicrobial effects against the tested bacteria; however, fractions D and E 

demonstrated a stronger effect, with inhibition zones ranging from 25 mm to 29 mm against S. 

aureus and/or S. typhimurium. Regarding MIC, fraction D inhibited bacterial growth at 

concentrations as low as 1%, while fraction E showed inhibition within the range of 1.5% to 2%. 

 

Keywords: Orthopterygium huaucui, antimicrobial activity, S. aureus, E. coli, fraction D 
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I. INTRODUCCIÓN 

Las plantas medicinales han sido utilizadas a lo largo de los años como un recurso para el alivio 

de diferentes patologías. Este conocimiento ha sido heredado a lo largo de las diferentes 

generaciones, lo que hace imprescindible el estudio de estas plantas para preservar y proteger 

la riqueza de estos saberes tradicionales, así como la validación científica de estos efectos que 

se les atribuyen. 

A nivel mundial se han identificado 17 países megadiversos, de los cuales ocho se encuentran 

en América Latina, siendo Perú uno de ellos (1). Actualmente, el Perú representa el 10% de la 

flora mundial con un estimado de 25000 especies, de las cuales un 30% son endémicas (2). Una 

de estas plantas endémicas corresponde a Orthopterygium huaucui, el cual tiene poblaciones 

representativas en las laderas de Lima, Ayacucho e Ica. Cabe destacar que, en la región de Ica, 

esta especie forma parte del grupo de las 583 especies conocidas hasta el momento (3). 

En nuestro país, el uso de plantas medicinales es conocido por casi el 80% de la población 

debido a la riqueza y variedad de especies vegetales y a la tradición existente desde tiempos 

inmemoriales (3); a pesar de ello, al día de hoy existen numerosas especies cuya utilidad es 

desconocida o subestimada. Este hecho resalta la importancia de invertir en investigación 

científica moderna, respetando los parámetros éticos establecidos a nivel internacional. 

Asimismo, cabe mencionar que las plantas medicinales son una esencial fuente de 

medicamentos y moléculas líderes en el mercado farmacéutico. Esto debido a las diferentes 

actividades farmacológicas que se les atribuyen en estudios realizados en los últimos años, y 

esto se ha asociado a los diferentes metabolitos secundarios que puedan presentar las plantas. 

Dichos metabolitos se encuentran distribuidos de manera diversa entre distintos grupos 

taxonómicos, los cuales poseen propiedades biológicas, cumplen funciones ecológicas 

importantes y se distinguen por sus múltiples usos y aplicaciones (4). Estos son identificados 

mediante un tamizaje fitoquímico, el cual es un ensayo preliminar que permite determinar 

cualitativamente los principales grupos químicos de una planta para orientar posteriormente el 

aislamiento de aquellos de mayor interés (1).  

Los mencionados compuestos, que incluyen alcaloides, flavonoides, terpenos, entre otros, han 

despertado gran interés debido a sus múltiples propiedades biológicas, como su actividad 

antioxidante, antiinflamatoria y, especialmente, antimicrobiana. Debido a que en los últimos 

años la evaluación de la actividad antimicrobiana ha generado una importancia de respuesta 

global coordinada para abordar la resistencia a los antimicrobianos, con un enfoque en la 

investigación y el desarrollo de nuevos tratamientos, así como en la implementación de políticas 

de salud pública efectivas. En el mismo sentido, la OMS ha sugerido mayor énfasis en el estudio 

de bacterias que han presentado resistencia a los diferentes tratamientos convencionales, 



14 
 

considerando un listado prioritario de patógenos bacterianos que requieren estudios en 

investigación y desarrollo para buscar nuevas alternativas contra estas bacterias resistentes. 

Cabe resaltar que la resistencia a los antimicrobianos (RAM) es una amenaza en constante 

crecimiento que desafía la eficacia de los tratamientos disponibles. Sin embargo, el desarrollo 

de nuevos agentes antibacterianos no ha avanzado al mismo ritmo que la evolución de la 

resistencia, lo que genera una significativa brecha para atender las necesidades no cubiertas de 

los pacientes. Cuantificar el impacto global de la RAM resulta complicado debido a la limitada 

disponibilidad de datos confiables, lo que subraya la importancia de realizar evaluaciones 

continuas a medida que se amplían los conocimientos y la evidencia científica. En este contexto, 

la OMS reconoció en su "Lista de Patógenos Bacterianos Prioritarios" del 2024 que las brechas 

de datos globales representan una limitación clave, destacando la urgencia de llevar a cabo más 

investigaciones y recopilar información para comprender mejor la magnitud de la RAM en 

diferentes entornos (5). 

En base a todo lo expuesto, se realizó la presente investigación enfocada en presentar un estudio 

oportuno de la actividad antimicrobiana que puedan presentar las hojas de Orthopterygium 

huaucui y demostrar los beneficios que aún se pueden encontrar en la flora peruana. 

1.1.  Descripción de la realidad problemática 

Cada año, más de 700,000 personas fallecen en todo el mundo a causa de infecciones 

provocadas por bacterias resistentes a los antimicrobianos, convirtiéndose en un problema 

crítico de salud pública a nivel global. Si esta tendencia continúa, se estima que, en los 

próximos 25 años, podrían registrarse hasta 10 millones de muertes anuales y pérdidas 

económicas que superarían los 100 billones de dólares para 2050. 

Aunque la resistencia antimicrobiana (RAM) es un proceso natural que ocurre con el 

tiempo, su avance se ha acelerado notablemente en las últimas décadas. Esto se debe a 

una serie de factores, como el uso inadecuado de antibióticos en la salud humana y la 

sanidad animal, la transmisión de bacterias resistentes entre animales y humanos, ya sea 

por contacto directo o a través de los alimentos, y la contaminación de fuentes de agua 

con medicamentos antimicrobianos y sus residuos(6). 

Se estima que dos de cada cinco muertes (569,000) relacionadas con infecciones en las 

Américas en 2019 estuvieron asociadas con la resistencia antimicrobiana (RAM); eso 

representa el 11.5% de las muertes globales asociadas con la RAM y que al menos 

141,000 muertes se les atribuyó directamente a la RAM, lo que representa el 11.1% del 

total mundial de muertes atribuibles a la RAM. Los seis patógenos más mortales fueron 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus 

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii. Las infecciones 
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asociadas a la RAM fueron la tercera causa principal de muerte en Bolivia, Brasil, Chile, 

Haití, República Dominicana, Uruguay y Perú, después de las enfermedades 

cardiovasculares y las neoplasias, y la cuarta en otros 22 países americanos. La 

prevención y el control de infecciones podrían contribuir a reducir la carga de RAM en 

países como Haití, Bolivia y Perú, pero en países con altas tasas de muertes resistentes 

entre las muertes infecciosas, como Chile, México y Perú, se necesitan un estricto control 

y vigilancia de la RAM de forma urgente(7). 

En el Perú, durante el año 2021, al menos el 72% de los pacientes hospitalizados por 

COVID-19 recibieron antibióticos sin necesitarlos. De este grupo, cerca del 50% utilizó 

antimicrobianos de forma inadecuada, en un intento por prevenir posibles coinfecciones 

bacterianas. Sin embargo, solo el 14% de estos pacientes presentaba una infección 

secundaria que justificaba el uso de antibióticos. Asimismo, un especialista en Vigilancia 

de Resistencia a los Antimicrobianos de la Organización Panamericana de la Salud indicó 

que aproximadamente para el año 2050, diez millones de personas morirán cada año a 

causa de la resistencia a los antibióticos, convirtiéndose en la primera causa de muerte 

desplazando al cáncer. En respuesta a esta amenaza global, el Perú se sumó al “Plan de 

Acción Mundial para contrarrestar el impacto del uso inadecuado de los antibióticos” y 

conformó la Comisión Nacional Multisectorial sobre RAM. Es así que, en el año 2019, 

se aprobó con Decreto Supremo N°010-2019-SA el Plan Nacional para enfrentar la 

Resistencia a los Antimicrobianos 2019 – 2021 bajo el enfoque denominado “Una Salud”. 

En el presente decreto se busca concientizar, reforzar los conocimientos, reducir la 

incidencia de infecciones, entre otros puntos claves para evitar la exposición a 

microorganismos resistentes a los antimicrobianos.(8)(9) 

En este orden de ideas, es que surge significativamente el interés por la investigación y el 

desarrollo de nuevos antimicrobianos de origen natural, destinados a inhibir 

microorganismos patógenos relevantes. Debido a que el uso de los antimicrobianos 

sintéticos ha generado inquietud entre los consumidores por los diversos efectos 

negativos que pueden tener sobre la salud y el medio ambiente. En este contexto, las 

plantas ricas en compuestos naturales con propiedades antimicrobianas se presentan como 

una alternativa prometedora. 

1.2.  Antecedentes de la investigación 

Pese a realizar búsquedas bibliográficas sobre la actividad antimicrobiana de la especie 

Orthopterygium huaucui (A. Gray) HEMSL., no se han evidenciado estudios recientes 

relacionados con dicha propiedad. Los únicos antecedentes disponibles corresponden a 
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investigaciones previas o de carácter referencial, sin datos actualizados que aborden 

específicamente su potencial antimicrobiano. 

 

ANTECEDENTES INTERNACIONALES 

Amaro J. A. L. (1984). en su trabajo investigativo “Metabolitos secundarios de dos 

especies de la flora medicinal peruana: Orthopterygium huancuy y Maytenus octogona”, 

propuso aislar metabolitos secundarios de gran interés de dos especies endémicas del 

Perú. Las muestras vegetales se extrayeron con alcohol y fueron concentrados al vacío y 

se utilizaron técnicas cromatográficas. Del Orthopterygium huancuy se lograron aislar e 

identificar, el β-sitosterol; el β-D-glucósido de β-sitosterol y los triterpenos ya conocidos, 

así como los taninos ácido gálico y ácido digálico. Los ácidos; sumaresinólico y 3-oxo-

6β-hidroxiolean-12-en-28-oico. De esta especie, se aislaron asimismo tres nuevos ácidos 

triterpénicos: ácido 3-oxo-6β-hidroxioléan-18-en-28 oico; ácido 3β, 6β-6-oxo-20-

hidroxilupan-28-oico y ácido-dihidroxiolean-18-en-28-oico. De Maytenus octogona se 

obtuvieron el β-sitosterol y los triterpenos ya conocidos. De esta especie se aisló asimismo 

un nuevo triterpeno, el metiléster del ácido 3-oxo-fríedelan-28-oico (10). 

 

Gonzales A. G. et al. (1983) en su trabajo titulado “Triterpenos menores de 

Orthopterygium huancuy”, tuvo como objetivo aislar nuevos triterpenos en forma de éster 

metílico. En el presente estudio utilizaron técnicas cromatográficas y espectroscópicas 

para elucidar las estructuras de nuevos triterpenos en forma de éster metílico utilizando 

la cormatografía con diazometano y un espectro infrarojo, es así que se aisló como 

producto principal el ácido 3-oxo-20-hidroxi-lupan-28-oico en forma de su éster metílico 

(11). 

 

Gonzales A. G. et al. (1983) en su trabajo de investigación titulado “Ácido 3-oxo-6β3-

hidroxioleano-18-en-28-oico del Orthopterygium huancuy”, tuvo como objetivo 

identificar nuevos componentes químicos de plantas sudamericanas. La especie vegetal   

fue recolectada en Perú, y se estudiaron las partes aéreas. Prepararon un extracto etanòlico 

el cual fue concentrado al vacío, para el aislamiento de los metabolitos secundarios. Se 

utilizaron técnicas cromatográficas usando una columna en seco de gel de sílice. Como 

resultado se obtuvieron mezclas de β- sitosterol, ácido betulónico y una mezcla de ácido 

triterpenoide. Asimismo, se obtuvieron los ésteres metílicos del ácido morónico, 3-oxo-

6- Ácido hidroxioleano-12-en-28-oico y 3-oxo-6β-ácido hidroxioleano-18-en-28-oico.  

El éster metílico fue reducido a 3-oxo-6-hidroxiolean-18-en-28-oico, el 3β hidroxilo 

(siendo éste el menos polar) y el 3α-compuesto (12). 
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Hernández M. et al. (2024) en su investigación titulado “Perfil fitoquímico completo de 

hojas, tallos y frutos de Orthopterygium huaucui (A. Gray) Hemsl. y sus actividades 

antioxidantes”, en el cual identificaron los metabolitos secundarios y la actividad 

antioxidante de las diferentes partes de la planta (Tallos, hojas y frutos). Obteniendo como 

resultado que la presente planta es una fuente de flavonoides, procianidinas y taninos, en 

donde las hojas tenían el doble de contenido de flavonoides que los frutos. En cuanto a la 

actividad antioxidante, el método DPPH indicó una alta actividad en los tallos y hojas en 

comparación con los frutos, y mediante el método ORAC se mostró una mayor actividad 

en tallos (13). 

 

ANTECEDENTES NACIONALES 

Molina A. et al. (2019) en su investigación titulada “Evaluación de la actividad 

antioxidante del extracto etanólico de Orthopterygium huaucui (A. Gray) Hemsley”, 

evaluaron la actividad antioxidante del extracto etanólico de hojas de Orthopterygium 

huaucui (A. Gray) Hemsley. Mediante una marcha fitoquímica logran obtener sus 

metabolitos secundarios y la actividad antioxidante la evaluaron mediante tres métodos, 

los cuales son: El método Trolox para el Poder Antioxidante de Reducción Férrico 

(FRAP), para la Reacción con el radical 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) 

de amonio) (ABTS) y para la inhibición contra el radical libre 2,2-difenil-1picrilhidraizil 

(DPPH) 2,3 se determinó mediante la CI50. En la marcha fitoquímica se logró identificar 

los siguientes metabolitos: flavonoides, taninos, triterpenos y/o esteroides, y catequinas. 

Asimismo, el extracto etanólico mostró una favorable actividad antioxidante en todos los 

métodos utilizados, en donde se demostró que 1 mg del extracto total es equivalente a: 

Trolox 1.678 mM (FRAP), Trolox 0,4078 mM (ABTS) y el IC50 es equivalente a 2,8573 

mg de extracto (DPPH) (14). 

1.3.  Justificación e importancia de la investigación 

La presente investigación plantea un tamizaje fitoquímico y una evaluación de la 

actividad antimicrobiana in vitro del extracto etanólico total de hojas de la especie 

Orthopterygium huaucui (A. Gray) HEMSL, así como también evaluar el efecto 

antibacteriano de las diferentes fracciones obtenidas en el tamizaje fitoquímico, esto con 

el fin de aportar conocimientos científicos y un mayor entendimiento a la medicina 

natural. Pese a la gran diversidad de flora empleada en la medicina tradicional, muchas 

de ellas no han sido estudiadas o algunas de ellas son poco estudiadas, como es el caso 

de la materia vegetal en estudio de este trabajo; pues en cuanto a estudios fitoquímicos y 

estudios de las propiedades atribuidas por la etnobotánica para esta especie encontrados 

en referencias bibliográficas fueron muy escasos. En tal motivo, se decide evaluar de 
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forma cualitativa mediante un tamizaje fitoquímico para tener una visión más amplia de 

los metabolitos secundarios que pueda contener la planta en mención, siendo así también 

estos metabolitos responsables de diferentes usos populares que se les atribuyen. Es por 

ello que, se pretende fraccionar el extracto etanólico para obtener diferentes muestras que 

puedan contener ciertos grupos de metabolitos secundarios con un interés prometedor. Al 

tratarse de una planta medicinal con poca información farmacológica, se pretende dar 

como una opción antimicrobiana sugestiva, en donde se busca profundizar en la actividad 

y presentar como una opción a futuro con buenos resultados, en donde posteriormente se 

puedan desarrollar antibióticos alternativos derivados de una fuente natural y así 

proporcionar un buen sustituto a fármacos sintéticos.  

1.4.  Objetivos. 

1.4.1 Objetivo general 

 Determinar los principales grupos de metabolitos secundarios y la actividad 

antimicrobiana in vitro del extracto etanólico de hojas de Orthopterygium 

huaucui (A. Gray) HEMSL. 

1.4.2 Objetivos específicos 

 Identificar los metabolitos secundarios presentes en el tamizaje fitoquímico 

del extracto etanólico total de hojas de Orthopterygium huaucui (A. Gray) 

HEMSL. 

 Evaluar la efectividad antimicrobiana in vitro del extracto etanólico total de 

hojas de Orthopterygium huaucui frente a bacterias gram positivas y gram 

negativas a una concentración de 20mg/40ul mediante el Método de Difusión 

en Pozo. 

 Evaluar que fracciones serán las más activas del tamizaje fitoquímico frente a 

bacterias gram positivas y gram negativas a una concentración de 20mg/40ul 

del extracto etanólico de las hojas de Orthopterygium huaucui (A. Gray) 

HEMSL mediante el Método de Difusión en Pozo. 

 Determinar la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de las fracciones más 

activas del tamizaje fitoquímica del extracto etanólico de las hojas de 

Orthopterygium huaucui (A. Gray) HEMSL. 

1.5.  Marco teórico 

1.5.1 Orthopterygium huaucui “pate” 

 Descripción de la especie 

Es una planta leñosa dioica de la familia Anacardiaceae, es la única especie 

representante del género Orthopterygium y es endémica del Perú. (15) 
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Presenta inflorescencias masculinas de tipo panícula axilar, flores 

actinomorfas, apétalas con tres a siete piezas, sépalos y estambres alternos. 

Las inflorescencias femeninas son cimas compactas envueltas por un 

involucro (cúpula) y cada flor sin perianto probablemente sea 

pseudomonómera. Las inflorescencias femeninas maduras son estructuras 

samaroides. Los pedúnculos aplanados son la parte vistosa por su color 

rojizo, que se aplana y ancha con la madurez floral. Respecto a sus hojas, 

estas están compuestas con foliolos de borde aserrado (16). Asimismo, 

presente un líquido lechoso de color blanquecino considerado como su látex. 

Los frutos miden de 6 a 7 cm. de largo, de 11 a 16 mm. de ancho y son 

ligeramente pubescentes. (17) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Distribución 

O. huaucui se localiza en la ladera occidental de la Cordillera de los Andes, 

conformado por poblaciones aisladas en los departamentos de Lima, Ica y 

Huancavelica (17). Su distribución está limitada latitudinalmente entre los 

11° y 14° S y altitudinalmente entre 800 y 2000 msnm (18). Cabe resaltar 

que en las zonas donde habita esta especie, no recibe protección oficial (19). 

Asimismo, la presencia de O. huaucui en estas zonas permite mantener 

condiciones favorables para que las cactáceas puedan germinar, crecer y 

desarrollarse (20).  

Figura 1. Hojas en crecimiento de 

Orthopterygium huaucui 
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 Clasificación taxonómica  

Orthopterygium huaucui fue reconocida por Asa Gray en 1854 a partir de un 

ejemplar incompleto. Este autor la describió como Juliania huaucui, en el 

cual también asignó especies del género que hoy conforman 

Amphipterygium. Posteriormente, William Hemsley en 1907 con una 

muestra vegetal más completa, produce el cambio de género que se conoce 

actualmente. (18)(21) 

El material vegetal fue identificado y clasificado por Biólogo Miranda 

Huamán David Máximo en la facultad de Ciencia Biológicas de la 

Universidad Nacional “San Luis Gonzaga”. Se obtuvo la siguiente 

clasificación taxonómica: 

 

REINO: PLANTAE 

    DIVISIÓN: MAGNOLIOPHYTA  

        CLASE: MAGNOLIOPSIDA 

             ORDEN: SAPINDALES  

                  FAMILIA: ANACARDIACEAE 

                       GÉNERO: Orthopterygium 

Figura 2. Distribución geográfica de Orthopterygium huaucui. Fuente: 

(Jiménez V, 2014)(17) 
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                            ESPECIE: Orthopterygium huaucui (A. Gray) HEMSL  

                                N.V: “pate" (Anexo 8.1) 

 

 Uso tradicional 

Actualmente, debido a la falta de información e investigación de la especie, 

se conocen pocos usos medicinales, entre ellos, O. huaucui es utilizado por 

los pueblos aledaños para tratar quemaduras y dolores de estómago, así 

también presenta un látex lechoso que es utilizado contra la “uta” o 

“leishmaniasis” ocasionada por Leishmania brasiliensis (13)(17). 

1.5.2 Antimicrobiano 

Los antimicrobianos se definen como medicamentos diseñados para eliminar 

microorganismos o inhibir su crecimiento y desarrollo. Este grupo de fármacos 

se clasifica en varias categorías, incluyendo antibacterianos, antivirales, 

antimicóticos, antimicobacterianos, antiparasitarios y antirretrovirales (22). 

El uso de agentes antimicrobianos en el tratamiento de enfermedades infecciosas 

ha marcado un hito sin precedentes, ya que su capacidad para eliminar y/o curar 

las infecciones por microorganismos ha transformado de manera significativa el 

panorama de morbilidad y mortalidad, donde estas enfermedades ocupaban el 

primer lugar entre las principales causas de muerte. 

1.5.3 Antibacteriano 

Los antibacterianos conforman un extenso conjunto de medicamentos con una 

gran variedad de propiedades químicas y farmacológicas. Estos compuestos 

tienen la capacidad de eliminar bacterias o inhibir su crecimiento, lo que los hace 

útiles para tratar infecciones tanto localizadas como sistémicas causadas por estos 

microorganismos. Se clasifican en diferentes familias según su estructura 

química, la cual está directamente relacionada con su mecanismo de acción, su 

perfil de toxicidad y su espectro de acción frente a bacterias (22). 

 Gentamicina 

Es un antibiótico que pertenece al grupo de los aminoglucósidos de 

administración parenteral, tópica y uso oftálmico. Los aminoglucósidos 

están formados por 2 restos de aminoazúcar enlazados a través de otro resto 

de azúcar o de ciclitol (23). Se utiliza para el tratamiento de infecciones 

provocadas por bacterias sensibles a este antibiótico localizadas en el tracto 
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gastrointestinal, la piel, los huesos, la sangre, el oído, el tracto urinario o 

genital, quemaduras graves o las meninges (24). 

 

Mecanismo de acción 

Presenta un efecto bactericida tanto en la proliferación como en el estado de 

reposo de las bacterias. Forma una unión con las proteínas de las 

subunidades 30S de los ribosomas bacterianos, lo que provoca una "mala 

lectura" del ARNm (25). 

La gentamicina y otros aminoglucósidos muestran en ensayos in vitro e in 

vivo un efecto postantibiótico en la mayoría de los modelos experimentales.  

Esto indica que, al administrarse en dosis adecuadas, estos medicamentos 

son efectivos contra infecciones causadas por muchos microorganismos 

sensibles, incluso si las concentraciones plasmáticas y tisulares caen por 

debajo de la CIM durante parte del intervalo de dosificación. Este efecto 

permite extender el tiempo entre administraciones sin comprometer su 

eficacia frente a la mayoría de los bacilos gramnegativos (25). 

 

Espectro  

La gentamicina presenta un amplio espectro antimicrobiano principalmente 

frente a bacterias gramnegativas (Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Proteus, 

Serratia) y tiene actividad frente a ciertas bacterias grampositivas (S. aureus, 

S. epidermidis, L. monocytogenes). 

En combinación con antibióticos betalactámicos es eficaz en infecciones 

producidas por E. fecalis y Streptococcus sp. (26) 

1.5.4 Microorganismo patógeno 

 Bacterias gran negativas 

Las bacterias gram negativas poseen una pared celular compleja que incluye 

una capa delgada de peptidoglicano y una membrana externa compuesta de 

lipopolisacáridos (LPS). Esta estructura las hace más resistentes a ciertos 

antibióticos y agentes antimicrobianos en comparación con las bacterias 

gram positivas. Entre las características principales de las bacterias gram 

negativas se encuentra la presencia de una membrana externa que protege a 

la bacteria de sustancias tóxicas, mayor resistencia a los antibióticos debido 

a la barrera que representa la membrana externa y produce endotoxinas que 

pueden causar reacciones inflamatorias graves en humanos (27). 
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 Escherichia coli 

Es una bacteria que forma parte de la flora intestinal humana y de animales 

de sangre caliente. Aunque la mayoría de las cepas de Escherichia coli son 

inofensivas, algunas, como las productoras de toxina Shiga, pueden provocar 

enfermedades graves asociadas al consumo de alimentos contaminados.  

La transmisión a los seres humanos ocurre principalmente a través de 

alimentos como carne molida cruda o insuficientemente cocida, leche cruda, 

y vegetales crudos contaminados (28). Se estima que el 25% de la población 

peruana  

Los patotipos o variantes patogénicas más estudiados incluyen E. coli 

enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli 

enteroagregativa (EAEC), E. coli productora de toxina Shiga (STEC) y E. 

coli enteroinvasiva (EIEC). (29) 

 

Características  

E. coli tiene dimensiones aproximadas de 1.1 a 1.5 µm de diámetro y entre 

2 y 6 µm de longitud. Generalmente, es una bacteria móvil debido a la 

presencia de flagelos perítricos y es anaerobia facultativa. Sin embargo, 

también existen cepas inmóviles. Aunque en la mayoría de los casos E. coli 

actúa como un microorganismo comensal en el tracto gastrointestinal, 

algunas cepas patógenas pueden causar diversas enfermedades. 

E. coli emplea fimbrias, de las que se han descrito más de 30 tipos, presentes 

tanto en cepas patógenas como comensales, y frecuentemente ambas son 

capaces de expresar en su superficie varios tipos al mismo tiempo. En 

general E. coli es una bacteria resistente a condiciones ambientales adversas 

y puede crecer en un rango variado de temperaturas (15-45ºC, si bien la 

temperatura óptima es 37ºC) y pH (5-9). La presencia de E. coli comensal 

se usa como indicador de contaminación fecal en diversas situaciones, y es 

uno de los organismos modelo por excelencia en experimentos de biología 

molecular tales como clonación y expresión de proteínas. (30) 

 

Patogenia  

Los patotipos de E. coli relacionados con el tracto intestinal difieren 

significativamente en su fisiopatogenia, en sus factores de virulencia y en la 

forma en que se desarrolla y se propaga la infección. 
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En el caso de E. coli enteropatógena (EPEC), su unión estrecha a los 

enterocitos genera una lesión característica, que reduce la superficie 

absortiva del intestino y contribuye al desarrollo de diarrea.  

Por su parte, E. coli enterotoxigénica (ETEC) se inicia con la adhesión a los 

enterocitos mediante factores de colonización, seguida por la producción de 

enterotoxinas que provocan diarrea secretora. 

E. coli enteroagregativa (EAEC), se caracteriza por la diversidad de sus 

factores de virulencia y su capacidad de formar microcolonias que persisten 

en el intestino, causando episodios de diarrea aguda o persistente. Por otro 

lado, el principal factor de virulencia de E. coli productora de toxina Shiga 

(STEC) es dicha toxina, que actúa inhibiendo la síntesis de proteínas 

celulares, lo que provoca la destrucción de la mucosa del colon y da lugar a 

diarrea, colitis hemorrágica y síndrome urémico hemolítico. Finalmente, E. 

coli enteroinvasiva (EIEC) tiene un mecanismo de patogenia basado en la 

invasión de la mucosa intestinal, en este caso, la bacteria ingresa a través de 

las células M de la mucosa colónica, invade los enterocitos, se replica dentro 

del citoplasma y genera episodios de diarrea disentérica. (31) 

 

 Salmonella typhimurium 

La bacteria de la salmonela generalmente vive en los intestinos de animales 

y humanos y se expulsa mediante las heces. La forma más frecuente de 

infección en los humanos es a través de agua o alimentos contaminados. La 

infección por salmonela se le conoce como salmonelosis, y es una 

enfermedad bacteriana común que afecta el tubo intestinal. (32) 

En la actualidad, se han identificado 2.579 serovares de Salmonella 

caracterizados según el esquema de White-Kauffmann-Le Minore (W-K-L), 

que se basa en la detección de los antígenos del polisacárido O, que 

determinan el serogrupo, los factores flagelares H1 y H2 y el antígeno 

capsular VI que complementan la definición del serotipo. (33) 

Salmonella enterica, subespecie enterica serovar Typhimurium 

(Typhimurium), es el principal serotipo a nivel mundial proveniente de 

muestras clínicas. Asimismo, el género Salmonella spp. fue reconocido 

como una de las principales causas de enfermedad diarreica a nivel global; 

según la Organización Mundial de la Salud (OMS), debido que una de cada 

diez personas adquiere este agente patógeno por el consumo de agua o 

comida contaminadas. (34)  
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Características  

El género Salmonella se distingue por ser bacterias anaerobias facultativas, 

no formadoras de esporas, generalmente móviles gracias a flagelos perítricos 

capaces de utilizar el citrato como su única fuente de carbono y presentan un 

metabolismo tanto oxidativo como fermentativo. Aunque no requieren NaCl 

para su desarrollo, pueden crecer en concentraciones que varían entre el 

0.4% y el 4%. La mayoría de los serotipos de Salmonella se desarrollan en 

un rango de temperatura entre 5°C y 47°C, con un óptimo de 35°C a 37°C; 

sin embargo, algunos pueden crecer a temperaturas tan bajas como 2°C o 

4°C y tan altas como 54°C. En cuanto al pH, su rango de crecimiento se 

encuentra entre 4 y 9, siendo el óptimo de 6.5 a 7.5. Su desarrollo se detiene 

completamente a temperaturas inferiores a 7°C y pH menor a 3.8. Los 

serotipos más comúnmente aislados en alimentos incluyen Salmonella 

enterica serovar Typhimurium, Enteritidis y Newport. (35) 

 

Patogenicidad  

Salmonella se transmite mediante la ruta fecal-oral, ya sea de forma directa 

o indirecta a través de alimentos contaminados. Esta bacteria tiene la 

capacidad de sobrevivir a las condiciones ácidas del estómago y a la alta 

osmolaridad del intestino delgado. Una vez allí, facilita su internalización en 

las células epiteliales del íleon y es capaz de resistir la fagocitosis realizada 

por células dendríticas y macrófagos. Esto le permite colonizar el tejido 

linfoide subyacente y los ganglios linfáticos mesentéricos. Los macrófagos 

son considerados las principales células diana de la infección, ya que la 

bacteria se establece en un compartimento ácido conocido como vacuola que 

contiene a Salmonella. En este entorno, la bacteria evade la acción lítica de 

los componentes lisosomales, se multiplica y se propaga, pudiendo 

extenderse dentro del tejido intestinal o hacia otras partes del organismo, 

dependiendo de si se desarrolla una infección localizada o sistémica. (36)  

 

 Bacterias gran positivas 

Las bacterias grampositivas son microorganismos que se caracterizan por la 

singular composición de su pared celular. Entre sus principales 

características se encuentra una pared celular gruesa compuesta de 

peptidoglicano, la cual retiene el colorante cristal violeta durante la tinción 

de Gram. También presentan ácidos teicoicos y lipoteicoicos, que 

desempeñan un papel clave en la estabilidad estructural y en la capacidad de 
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adherirse a superficies. A diferencia de las bacterias gramnegativas, carecen 

de una membrana externa. Dentro de este grupo se encuentran tanto 

microorganismos beneficiosos como patógenos responsables de diversas 

infecciones en humanos. (37) 

 

 Enterococcus faecalis 

Entre los enterococos que colonizan el tracto gastrointestinal, la cepa 

cultivada más prevalente encontrada en las heces humanas es E. faecalis. Sin 

embargo, estos números pueden cambiar con la ubicación geográfica del 

huésped y, especialmente, la dieta. Esta bacteria comensal grampositiva 

pertenece a las bacterias del ácido láctico (BAL) y presenta resistencia a 

desafíos ambientales extremos y generalmente se encuentra en la cavidad 

oral humana, el tracto gastrointestinal y la mucosa vaginal. (38)(39) 

E. faecalis es el primer colonizador del tracto gastrointestinal humano y tiene 

un impacto importante en el desarrollo inmunológico intestinal en las 

primeras etapas de la vida. En los recién nacidos, desempeña un papel 

protector regulando la homeostasis colónica durante el desarrollo al suprimir 

las respuestas inflamatorias mediadas por patógenos en las IEC humanas, 

induciendo la expresión de IL-10, y atenuando la secreción de citocinas 

proinflamatorias, especialmente IL-8.(38) Asimismo, E. faecalis es 

reconocido como patógeno oportunista, formador de biopelículas, altamente 

competentes en la resistencia antimicrobiana, capaces de producir una gran 

variedad de enfermedades en humanos. (39) 

 

Características 

E. faecalis es una bacteria grampositiva, anaerobia facultativa, conocida por 

su alta resistencia. Es capaz de soportar periodos prolongados de inanición, 

adaptándose y sobreviviendo en condiciones ambientales extremas. Puede 

desarrollarse en un rango de temperaturas de 10 a 45°C y resistir 

temperaturas de hasta 60°C durante 30 minutos. 

Esta bacteria posee diversos factores de virulencia, como enzimas líticas, 

citolisina, sustancias de agregación, feromonas y ácido lipoproteico. Estas 

características facilitan su adherencia al huésped, promoviendo la invasión 

de tejidos. Además, E. faecalis es capaz de formar biopelículas organizadas, 

lo que le confiere una notable capacidad de resistencia y persistencia 

bacteriana. (38) 
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Patogenicidad 

La patogenicidad y la dificultad para eliminar E. faecalis pueden atribuirse 

a su capacidad para formar biopelículas, las cuales están implicadas en 

aproximadamente el 65% de las infecciones bacterianas. Las biopelículas 

pueden ser hasta 1000 veces más resistentes a los antibióticos que las células 

planctónicas. Además, se ha comprobado que las biopelículas de E. faecalis 

en dispositivos médicos son responsables de algunas infecciones 

nosocomiales. (40) 

Entre las principales infecciones producidas por E. faecalis tenemos a la 

bacteremia, el cual puede tener origen primario, y este se produce por 

introducción accidental de la bacteria en la sangre. En cuanto al origen 

secundario, estas aparecen previa infección en alguna otra región anatómica, 

destacando las vías urinarias, el tracto respiratorio o los tejidos cutáneos y 

subcutáneos, sobre todo después de haberse sufrido de quemaduras o de 

traumatismos graves, e inclusive, como resultado de intervenciones 

quirúrgicas. Otra de las infecciones corresponde a endocarditis, esta 

infección se produce en una o más válvulas cardíacas, y así también tenemos 

a las infecciones urinarias por E. faecalis el cual presenta factores que 

favorecen la aparición de estas infecciones que incluyen la obstrucción del 

flujo urinario, la neutralización de la acidez de la orina, los traumatismos, el 

ayuno prolongado y la diabetes, entre algunos otros. (41)  

 

 Staphylococcus aureus 

S. aureus es una bacteria grampositiva capaz de causar enfermedades 

mediante la producción de toxinas o superantígenos. Tiene la capacidad de 

invadir diversos órganos y tejidos, provocando procesos como supuración, 

necrosis tisular, trombosis vascular y bacteriemia. Es uno de los 

microorganismos con mayor capacidad para generar metástasis a través de 

la sangre. Además, puede proliferar dentro del citoplasma celular, formar 

biopelículas y dar lugar a bacteriemia persistente o infecciones crónicas. En 

algunos casos, puede permanecer en estado latente y reactivarse después de 

meses o incluso años. S. aureus coloniza ciertas zonas de la piel y mucosas, 

desde donde puede causar reinfecciones, contaminar el entorno y propagarse 

a otros individuos. (42) 

S. aureus forma parte de la flora normal del humano, entre 25 y 50% de la 

población sana está colonizada por esta bacteria, constituyendo un riesgo 
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por su diseminación. Éste puede ser adquirido a través del contacto con 

otras personas o por exposición al ambiente. (43)                          

 

Características 

El género Staphylococcus está compuesto por cocos Gram positivos con un 

tamaño que varía entre 0.5 y 1.5 μm de diámetro. Estas bacterias pueden 

encontrarse de manera individual, en pares, formando tétradas, en cadenas 

cortas o en agrupaciones similares a racimos de uvas. Son microorganismos 

inmóviles, no esporulados y, en general, carecen de cápsula, aunque algunas 

cepas pueden desarrollar una cápsula de limo. Además, son anaerobios 

facultativos. Una de sus principales características es la producción de 

catalasa, una enzima que descompone el peróxido de hidrógeno en agua y 

oxígeno libre. Esta propiedad se emplea como criterio diferencial para 

distinguir Staphylococcus de los géneros Streptococcus y Enterococcus, los 

cuales son catalasa negativos. (42)(43) 

La principal característica de S. aureus es su capacidad para producir 

diversas toxinas que atacan las células sanguíneas humanas. Además, en su 

superficie posee proteínas que bloquean la fagocitosis y la opsonización 

mediada por el sistema del complemento del huésped. La bacteria genera 

múltiples factores que no solo facilitan su supervivencia en el organismo, 

sino que también favorecen su patogénesis. Varios de estos factores 

contribuyen a la inhibición del sistema fagocítico del huésped, lo que 

permite a S. aureus resistir la eliminación por parte de las células del sistema 

inmune innato. (43) 

 

Patogenicidad 

La patogenicidad de las infecciones causadas por Staphylococcus aureus 

está vinculada a varios componentes de su superficie, entre los que se 

incluyen el peptidoglicano, los ácidos teicoicos y la proteína A. La 

enfermedad provocada por este microorganismo se desencadena cuando los 

factores de virulencia interactúan con una disminución de las defensas del 

huésped, lo que favorece la bacteria presente características virulentas y 

provoque daño. Esta situación se ve empeorada por el desarrollo de 

resistencia múltiple de la bacteria a los antibióticos, lo que dificulta cada vez 

más el tratamiento y la curación de las infecciones que provoca. (42) 
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La capacidad de supervivencia e invasión de S. aureus está relacionada con 

un sistema de comunicación entre células, conocido como quorum sensing 

(QS). Este proceso, es regulado por pequeñas proteínas llamadas 

autoinductoras, permite a las bacterias activar una variedad de genes que 

están vinculados a factores de virulencia, adaptándose así a las condiciones 

del entorno. (43) 

1.5.5 Resistencia antimicrobiana  

 Resistencia antibacteriana 

La resistencia a los antibióticos ocurre cuando las bacterias sufren 

mutaciones en respuesta a la exposición a estos medicamentos. Estas 

bacterias resistentes pueden provocar infecciones en personas y animales, 

las cuales resultan más complicadas de tratar en comparación con aquellas 

causadas por bacterias no resistentes. Cabe destacar que no son los seres 

humanos ni los animales quienes desarrollan resistencia, sino las propias 

bacterias. (44) 

Esta resistencia puede ocurrir de forma natural o adquirida. La resistencia 

natural es una característica propia de cada familia, especie o grupo 

bacteriano y existe antes de la introducción de los antibióticos. Por ejemplo, 

todas las bacterias Gram negativas son intrínsecamente resistentes a la 

vancomicina, y esta propiedad no cambia con el tiempo, ya que se hereda de 

manera vertical de una generación a otra. Por otro lado, la resistencia 

adquirida es una característica variable que puede desarrollarse en una cepa 

específica de una especie bacteriana. Este tipo de resistencia puede ocasionar 

el fracaso del tratamiento cuando se administra un antibiótico que, en teoría, 

debería ser eficaz contra la bacteria causante de la infección. 

El desarrollo de resistencia en una bacteria puede ocurrir a través de 

mutaciones que alteran la secuencia de bases en su cromosoma o mediante 

la adquisición de material genético extracromosómico de otras bacterias. En 

este último caso, la transferencia de genes se lleva a cabo de forma horizontal 

a través de plásmidos u otros elementos genéticos móviles, como 

transposones e integrones. (45) 

1.5.6 Metabolitos secundarios  

 Marcha fitoquímica 

La marcha fitoquímica es un procedimiento utilizado en investigación de 

recursos naturales para identificar y caracterizar los principales grupos de 
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metabolitos secundarios presentes en una planta. Este proceso implica la 

extracción del material vegetal previamente recolectado, secado y molido, 

con el objetivo de obtener la mayor cantidad posible de sus constituyentes 

químicos, resultando en un extracto total o crudo. 

Esta evaluación fitoquímica permite obtener información esencial para 

orientar estudios posteriores de aislamiento, purificación y evaluación de la 

actividad biológica de los compuestos identificados.(46) 

1.5.7 Método de extracción   

Un método de extracción es el conjunto de técnicas utilizadas para obtener 

compuestos bioactivos de origen vegetal, como alcaloides, flavonoides, 

terpenoides y otros metabolitos secundarios. Estos métodos buscan extraer los 

metabolitos secundarios de una planta sin degradarlos y maximizando su 

rendimiento. Los métodos tradicionales de extracción de metabolitos secundarios 

se realizan mediante la maceración y la extracción Soxhlet.  

Actualmente se han logrado avances significativos en el procesamiento de plantas 

medicinales, como los métodos de extracción modernos; la extracción asistida 

por microondas (MAE), la extracción asistida por ultrasonido (UAE) y la 

extracción con fluidos supercríticos, en los que estos avances tienen como 

objetivo aumentar el rendimiento a un menor coste. (47)(48)  

En la presente investigación se optó por utilizar el método de ultrasonido debido 

a su capacidad para reducir los costos de consumo de solventes, reducir el tiempo 

de operación, reducir el consumo de energía y producir mayores rendimientos. 

(49)  

 Ultrasonido 

El método de extracción por ultrasonido es un método eficaz para la 

extracción de compuestos vegetales, ya que ha demostrado una eficiencia de 

extracción en comparación a las técnicas ya conocidas. (50) 

Este método consiste en la dispersión de ondas mecánicas el cual está 

conformada por un conjunto de ciclos constantes, que combinan altas y bajas 

presiones, denominadas compresiones y rarefacciones, respectivamente. 

(51)(52) 

La cavitación acústica es la principal fuerza del presente método, en el cual 

se forman burbujas de cavitación que colapsan en el ciclo de la compresión 

liberando así energía que permite el contacto con las paredes celulares del 
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material vegetal, obteniéndose el contenido celular en el medio 

utilizado.(53) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5.8 Métodos de evaluación antimicrobiana  

 Método de difusión en pozo de agar  

Es también conocido como método de Kirby-Bauer modificado, y este 

método se usa ampliamente para evaluar la actividad antimicrobiana de 

diferentes extractos vegetales. Presenta sensibilidad similar a las técnicas 

como las bioautográficas, por lo cual proporciona condiciones más 

adecuadas para el crecimiento microbiano.(54) 

El método consiste en realizar pozos de 6 a 8 mm utilizando un perforador 

de agar estéril en la placa de petri, previamente a esto la bacteria patógena 

debió ser sembrada en el medio. Luego de esto se ubican los volúmenes 

correspondientes al extracto y se incuban las placas por 24 horas a 37°C.(55)  

 

 Método de evaluación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) 

El método de dilución en caldo es una técnica utilizada para determinar la 

Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de un agente antimicrobiano frente 

a un microorganismo específico. La CMI se define como la concentración 

más baja del agente que inhibe el crecimiento visible del microorganismo 

después de un período de incubación. 

El método de dilución en caldo se basa en la presencia o ausencia de 

crecimiento de un microorganismo en un caldo en presencia de una 

concentración de antimicrobiano. Para ello se comprueba visualmente si los 

tubos de ensayo presentan turbidez.(56) 

Figura 3. Mecanismo de la burbuja de cavitación con el material 

vegetal. Fuente: Jiménez L. (2023)(53) 
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II. ESTRATEGIA METODOLÓGICA  

2.1. Tipo, nivel y diseño de la investigación 

2.1.1. Tipo de investigación 

Básica  

2.1.2. Nivel de investigación 

Explicativo 

2.1.3. Diseño de investigación 

Experimental cuali-cuantitativo 

2.2. Lugar de investigación 

 Laboratorio de Química Farmacéutica de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de 

la Universidad Nacional “San Luis Gonzaga”. 

 Laboratorio de Análisis Bioquímicos y Clínicos de la Facultad de Farmacia y 

Bioquímica de la Universidad Nacional “San Luis Gonzaga”. 

 Laboratorio del Instituto de Investigación de la Universidad Nacional “San Luis 

Gonzaga”. 

2.3. Materiales de trabajo 

2.3.1. Material vegetal 

- Hojas de orthopterygium huaucui (A. Gray) HEMSL 

 

2.3.2. Material microbiológico 

- Staphylococcus aureus  

- Enterococcus faecalis 

- Escherichia coli  

- Salmonella typhimurium 

 

2.3.3. Materiales de laboratorio 

- Placa Petri  

- Asa bacteriológica 

- Mechero 

- Papel film 

- Tubos de ensayo de 10 ml y 3 ml 

- Algodón estéril 

- Marcador  

- Micropipeta de 100 ul, 200 ul y 1000 ul 

- Tips 

- Viales de vidrio 
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- Hisopos estériles 

- Gorros desechables 

- Guantes estériles y descartables 

- Mascarillas simples 

- Vaso precipitado de 50 ml, 100 ml, 250 ml y 1000 ml 

- Papel Kraft 

- Bandas de goma (Ligas) 

- Luna de reloj 

- Pinzas metálicas 

- Espátula de acero pequeña 

- Matraz de 50 ml y 100 ml 

- Encendedor 

- Papel toalla  

- Gradilla 

- Sacabocado 

- Pera de bromo 

- Trípode 

- Tijeras  

- Bolsas de papel Kraft  

- Papel filtro 

- Embudo 

- Frascos ámbar  

- Bandeja de porcelana (plato) 

- Tiras de pH 

- Bagueta de vidrio  

- Placa Mazzini 

- Pipetas de 1 ml, 2 ml y 5 ml 

- Propipetas 

- Porta embudos 

- Aro metálico 

- Probeta de 10 ml y 100 ml 

- Frascos de vidrio  

- Papel aluminio 

 

2.3.4. Equipos de laboratorio 

- Cabina de seguridad biológica (Marca Esco) 

- Estufa (Marca Binder) 
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- Autoclave (Marca Gemmy) 

- Cocinilla 

- Incubadora (Marca Digisystem USA) 

- Turbidímetro (Marca Ezodo) 

- Ultrasonido (Marca Qsonica 500) 

- Balanza analítica (Marca Boeco) 

- Refrigeradora 

- Lámpara ultravioleta 

 

2.3.5. Reactivos 

- Diclorometano 

- Ácido clorhídrico 

- Ácido sulfúrico 

- Hidróxido de amonio 

- Limaduras de magnesio 

- Reactivo de Dragendorff 

- Reactivo de Mayer 

- Reactivo de Wagner 

- Alcohol 96° 

- Cloruro de sodio 0.9% (NaCl) 

- Cloruro férrico 

- Agua estéril 

- Agua destilada  

- Ninhidrina 

 

2.3.6. Medios de cultivo 

- Agar Trípticasa Soya 

- Agar Mueller Hinton 

- Caldo Tripticasa Soya 

2.4. Hipótesis y variables 

2.4.1. Hipótesis general 

 El extracto etanólico de hojas de Orthopterygium huaucui (A. Gray) 

HEMSL presenta metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana 

frente a bacterias gram positivas y gram negativas  

2.4.2. Hipótesis específica 
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 Existe presencia de diversos grupos de metabolitos secundarios en el 

extracto etanólico total de hojas de Orthopterygium huaucui (A. Gray) 

HEMSL. 

 El extracto etanólico total de hojas de Orthopterygium huaucui (A. Gray) 

HEMSL presenta actividad antimicrobiana in vitro frente a bacterias gram 

positivas y gram negativas a una concentración de 20mg/40ul mediante el 

método de difusión en pozos.  

 Existen fracciones muy activas del tamizaje fitoquímico con actividad 

antimicrobiana in vitro frente a bacterias gram positivas y gram negativas a 

una concentración de 20mg/40ul del extracto etanólico de hojas de 

Orthopterygium huaucui (A. Gray) HEMSL. 

 Se determinó exitosamente la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) del 

extracto etanólico total y de las fracciones más activas del tamizaje 

fitoquímico del extracto etanólico de las hojas de Orthopterygium huaucui 

(A. Gray) HEMSL. 

 

2.4.3. Variables 

 V. Independiente   

Variable  Indicador  Índice 

Extracto etanólico de hojas 

de orthopterygium huaucui 

(A. Gray) HEMSL 

  

 V. Dependiente  

Tamizaje fitoquímico 
Método de cribado 

fitoquímico de Olga Lock 

Reacciones de coloración y 

precipitación 

Actividad antimicrobiana 
Método de difusión en pozo Halos de inhibición 

Método de difusión en caldo Grado de turbidez 

 

2.5. Población y muestra 

2.5.1. Población  

Hojas secas de la especie vegetal orthopterygium huaucui (A. Gray) HEMSL y 

bacterias gram negativas (Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus 

faecalis ATCC 29212) y gram positivas (Escherichia coli ATCC 25922 y 

Salmonella typhimurium ATCC 14028). 

2.5.2. Muestra 
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Extracto etanólico obtenido a partir de 1100 g de las hojas de orthopterygium 

huaucui (A. Gray) HEMSL 

2.6. Métodos, técnicas y procedimientos para la recolección de datos 

2.6.1. Recolección del material vegetal 

Las hojas de Orthopterygium huaucui (A. Gray) HEMSL fueron recolectadas con 

una similitud de tamaño de diferentes árboles en horas de la mañana en la zona 

de Cruz Verde, provincia de Yauca del Rosario, departamento de Ica, en el mes 

de abril del 2024 con una altitud de 1929.0 msnm, latitud de -14.17332 msnm y 

longitud de -75.35546 msnm. Las muestras recolectadas se colocaron en bolsas 

de papel kraft para mantener sus propiedades físicas y evitar daños en el 

transporte, asimismo se usaron tijeras de podar para tener muestras correctamente 

recolectadas.(57) 

Una vez recolectada la muestra vegetal, ésta fue trasladada al laboratorio de 

Química Farmacéutica de la facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad 

Nacional “San Luis Gonzaga” para su posterior tratamiento. Es importante 

destacar que el material vegetal desarrollaba necrosis foliar cuando permanecía 

por períodos prolongados en las bolsas de papel kraft. Por esta razón, se optó por 

trasladarlo con cuidado y en pequeñas cantidades sin ocupar el límite de las bolsas 

de papel kratf.  

2.6.2. Tratamiento de la muestra vegetal 

a) Selección, limpieza, secado y trituración (58)(59) 

La selección del material vegetal se llevó a cabo una vez teniendo el material 

vegetal en el laboratorio, donde se escogieron las hojas en óptimas 

condiciones y se eliminaron las que presentan manchas, quemaduras, daño 

de insectos, daño de agroquímicos y daño de tejido por hongos o bacterias. 

Este procedimiento se llevó a cabo en una superficie plana donde estuvo en 

contacto directo la muestra vegetal con el papel kraft para evitar 

contaminaciones con la superficie. 

Las hojas fueron limpiadas con ayuda de un papel absorbente para eliminar 

el exceso de polvo y/o humedad.  

Para el proceso de secado, la muestra vegetal se colocó sobre una superficie 

plana cubierta con papel kraft y se dejó a temperatura ambiente durante cinco 

días. Durante este período, las hojas fueron volteadas interdiariamente, 

alternando el haz y el envés para garantizar un secado uniforme. 

La muestra seca fue triturada de forma manual con el fin de obtener 

partículas más pequeñas de la muestra vegetal y así lograr una mejor 
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extracción, esto permitió obtener 1100 g del material vegetal seco y 

triturado. Posteriormente esto fue almacenado en un lugar fresco y seco. 

b) Extracción por ultrasonido (53)(51) 

La especie vegetal Orthopterygium huaucui (A. Gray) HEMSL, en una 

cantidad de 1100 g, fue sometida a un proceso de extracción mediante 

ultrasonido. Para ello, se colocaron 100 g de muestra triturada en un vaso 

precipitado con 1 litro de alcohol al 96°, introduciendo el sonicador durante 

un periodo de tiempo de 2 horas. Este procedimiento se repitió 

sucesivamente hasta procesar todo el material vegetal disponible. 

Posteriormente, se llevó a cabo la filtración para separar la extracción 

alcohólica del residuo vegetal.  

Se utilizaron fuentes de porcelana para depositar el filtrado y se dejaron 

reposar a temperatura ambiente, en un lugar sombreado, para facilitar la 

evaporación del solvente utilizado, obteniéndose así 155 g de extracto crudo. 

c) Tamizaje fitoquímico (60) 

Se realizó el tamizaje fitoquímico descrito por Olga Lock de Ugaz, el cual 

consiste en la extracción de la planta con solventes apropiados y la 

aplicación de reacción de color y precipitación. Es importante destacar que, 

durante el proceso, se realizaron a cabo algunas modificaciones en la 

metodología empleada. Estas modificaciones se realizaron en función del 

comportamiento observado del extracto, con el objetivo de optimizar su 

manejo y garantizar la mayor obtención de las fracciones. 

 

 Obtención de la fracción A 

El procedimiento consistió en aislar 8 g del extracto total seco, 

considerado como la fracción A y al extracto remanente se le adicionó 

100 ml de HCl al 1%. Esto se filtró y formó 2 fases, una insoluble y otra 

ácida. 

 

 Obtención de la fracción B 

Esto está conformado por los residuos que quedaron en el papel filtro, 

por ello es conocido como fase insoluble, el cual se llevó a secar a 

temperatura ambiente, una vez pasado el tiempo de secado, se lavó 

constantemente con agua destilada hasta obtener un pH neutro, los 

papeles de filtro con los residuos fueron nuevamente puestos a secar para 

finalmente disolverlos en 1 litro de diclorometano. 
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 Obtención de la fracción C 

A la solución ácida, después de la filtración, se le agregó 9 ml de 

amoniaco con la finalidad de obtener un pH alcalino, la solución se pasó 

a una pera de bromo y se empezó a extraer con diclorometano (250 ml), 

obteniéndose dos fases nuevamente. Se procedió a filtrar y la fase 

orgánica o diclorometánica se llevó a secar. 

 

 Obtención de la fracción D 

La solución restante o fase acuosa se mantuvo en una pera de bromo y se 

le agregó una solución de diclorometano con alcohol en una proporción 

de 3:2 (1500ml:1000ml) y se obtuvieron 2 frases nuevamente. 

Posteriormente, se procedió a filtrar y secar la fase diclorometánica-

etanólica. 

 

 Obtención de la fracción E 

La fase acuosa remanente se le denominó como la fracción E, asimismo, 

esta solución fue secada a temperatura ambiente. 

 

d) Identificación de metabolitos secundarios (60)  

Tras realizar el fraccionamiento a partir del extracto etanólico seco total, se 

llevaron a cabo reacciones de precipitación y coloración en cada fracción 

obtenida (Fracciones A, B, C, D y E) con el fin de identificar los metabolitos 

secundarios y los grupos funcionales presentes en cada una de ellas. 

 

 Fracción A 

Para la presente fracción se realizaron las siguientes identificaciones. 

 Taninos (+) 

Reacción de gelatina – sal  

Se tomaron 4 tubos de ensayo y se agregaron pequeñas cantidades 

de la fracción con en 1 ml de agua destilada, esto se disolvió y luego 

se procedió a realizar lo siguiente: 

1° tubo: El presente tubo se consideró como el control, en el cual se 

filtró la solución antes realizada. 

2° tubo: En este tubo se agregó 1 ml de gelatina al 1%. 

3° tubo: En el presente caso se adicionó 1 ml de NaCl al 5%. 

4° tubo: Es este tubo se agregó 0.5 ml de gelatina y 0.5 ml de NaCl 

al 5%. 



39 
 

La precipitación del reactivo gelatina – sal o con los tubos 2° y 3° 

indica la presencia de taninos, pero si solamente ocurre precipitación 

con el 3° tubo, podría ser un falso positivo. 

 

Reacción de Tricloruro férrico 

Una pequeña cantidad del extracto seco de la fracción A, se disolvió 

en etanol y se depositó 1 mL en un tubo de ensayo, se le agregó dos 

gotas de FeCl3 1%. 

Si se observa la aparición de colores azul – negro, verde o azul 

verdoso, indica que la reacción es positiva. 

 

 Aminoácidos  

Reacción de Ninhidrina (+) 

Se disolvió una pequeña cantidad de la fracción A en etanol, y luego 

en 2 tiras de papel de filtro se colocaron 1 gota de la muestra, en tal 

motivo se tendrá lo siguiente: 

1° Papel filtro: En la gota de la muestra se le adiciona una gota del 

reactivo de Ninhidrina 2% 

2° Papel filtro (Blanco): A la presente muestra se le adicionará una 

gota de solución etanólica de ninhidrina 2% 

Las 2 tiras de papel de filtro se pusieron a secar a temperatura 

ambiente para luego colocarlos en la estufa a 110 – 120 °C hasta 

observar la aparición de un color azul violácea en el blanco, que se 

comparó con el color de la muestra. Si tienen la misma coloración, 

la reacción era positiva. 

 

 Flavonoides 

Reacción de Shinoda 

Una pequeña cantidad de los extractos secos de la fracción A se 

disolvieron en etanol esto con ayuda de una placa excavada, en el 

cual se agregó 0.5 mL de la disolución en 2 pozos, luego se adicionó 

5 limaduras de magnesio y 2 a 3 gotas de HCl concentrando. 

La reacción será positiva cuando aparecen tonos de colores rojo, 

anaranjado y violeta. 

 

 Fracción B 

Para la presente fracción se realizaron las siguientes identificaciones. 
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 Triterpenoides y/o esteroides 

Reacción de Liebermann- Burchard 

En 3 placas excavadas se disolvió una pequeña cantidad de los 

extractos secos de la fracción en diclorometano, luego se añadieron 

4 gotas de anhídrido acético y 4 gotas de H2SO4 concentrado. 

La reacción es positiva si aparecen colores desde verde, azul 

verdoso (vías rojo o azul). 

 

 Antraquinonas (-) 

Reacción de Borntrager 

Se tomó una pequeña cantidad de la fracción B en un tubo de ensayo 

y se le agregó 4 ml de NaOH al 5%, luego se agitó de manera ligera 

el tubo de ensayo y se dejó reposar hasta que se observó la 

separación de dos fases. 

La reacción se interpreta como positiva si la fase acuosa se torna de 

un color rojo. 

 

 Fracción C 

Para la presente fracción se realizaron las siguientes identificaciones. 

 Triterpenoides y/o esteroides 

Reacción de Liebermann- Burchard 

Para la presente identificación se realizó el mismo procedimiento de 

la fracción B.  

 

 Alcaloides 

En tubos de ensayos, los extractos secos de la fracción fueron 

disueltos por separado en HCl 1% y luego filtrados. En cada tubo se 

añadió 2 a 3 gotas de los reactivos de Mayer, Dragendorff y Wagner. 

Las reacciones serán positivas si se observa: 

Reacción de Mayer: Precipitado blanco cremoso 

Reacción de Dragendorff: Precipitado anaranjado 

Reacción de Wagner: Precipitado marrón 

 

 Fracción D 

Para la presente fracción se realizaron las siguientes identificaciones. 

 Flavonoides 

Reacción de Shinoda 
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Para la presente identificación se realizó el mismo procedimiento de 

la fracción A.  

 

 Leucoantocianidinas y catequinas 

Reacción de Rosenheim 

A 1ml de la fracción, se le agregó 0,5 mL de HCl concentrado, lo 

llevamos a baño maría durante 10 min. Dejamos enfriar y agregamos 

2 mL de agua destilada y 1 mL de alcohol amílico, agitamos y 

observamos el color que toma la fase amílica. 

Si se torna de un color rojo indica la presencia de 

leucoantocianidinas. Si se torna de un color marrón indica la 

presencia de catequinas. 

 

 Triterpenoides y/o esteroides 

Reacción de Liebermann- Burchard 

Para la presente identificación se realizó el mismo procedimiento de 

la fracción C.  

 

 Alcaloides 

Para la presente identificación se realizó el mismo procedimiento de 

la fracción C. 

 

 Fracción E 

Para la presente fracción se realizaron las siguientes identificaciones. 

 Flavonoides 

Reacción de Shinoda 

Para la presente identificación se realizó el mismo procedimiento de 

la fracción A.  

 

 Leucoantocianidinas y catequinas 

Reacción de Rosenheim 

Para la presente identificación se realizó el mismo procedimiento de 

la fracción D.  
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Figura 4. Figura de Screaning fitoquímico de Orthopterygium huaucui (A. Gray) HEMSL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antraquinonas 

Rx. de Borntrager 

Esteroides              

Rx. de Lieberman 

Burchard 

Muestra seca y molida 1100 g 

Extracción por ultrasonido con 1100 ml de 

etanol de 96° a temperatura ambiente y secar a 

temperatura ambiente. 

Extracto Fracción A 

y          

 Rx. FeCl3 

Taninos   

Rx gelatina 

Aminoácidos 

Rx. de Ninhidrina  

Flavonoides 

Rx. de Shinoda 

Insoluble Sol. Ácida 

Fracción B 

Lavar con H2O hasta pH 

neutro, secar y disolver en1L 

de CH2Cl2. 

Filtrar, alcalinizar con NH3, 

extraer con 250 mL de CH2Cl2 

(Diclorometano)  

Fase diclorometánica Fase acuosa 

Filtrar 

Fracción C 

4 ml 

Evaporación, + 0.2 mL 

CH2Cl2 

Cardenólidos 

Rx. de Kedde 

Esteroides              

Rx. de Lieberman 

Burchard 

Evaporar a 

sequedad + 2 mL. 

Filtrado 

alcaloides 

Extraer con 

CH2Cl2:EtOH 

(1500ml:1000ml)(3:2)

, ( 2X100mL.)

Fase diclorometánica 

etanólica 

Fase acuosa 

remanente 

Filtrar  

Fracción E 

Leucoantocianidinas              

Rx. de Rosenheim 
Flavonoides 

Rx. de Shinoda 

Fracción D 

Disolver en 2ml de EtOH  

Flavonoides 

Rx. de Shinoda 

Leucoantocianidinas              

Rx. de Rosenheim 
Cardenólidos, anillos 

lactona                

α, β – inst. Rx. de Kedde 

Esteroides, 

triterpenos  

Rx. de Lieberman Burchard 

Alcaloides 

Rx. de Wagner   

Rx. de Mayer     

Rx. de 

Dragendorff 

Evaporar a sequedad + 2.5 

ml de EtOH 

Separar 8 g 

El extracto remanente se le agrega 100 ml de 

HCl al 1%, se filtra y obtiene 2 partes 
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2.6.3. Actividad antimicrobiana 

a) Materiales y procesos previos a los ensayos de evaluación 

 Obtención de cepas bacterianas 

Para el presente estudio, las cepas bacterianas correspondientes a 

Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 

29212), Escherichia coli (ATCC 25922) y Salmonella typhimurium 

(ATCC 14028) fueron donados por el laboratorio Rizoagrum S.A.C. de 

la ciudad de Ica. 

 Activación de las cepas bacterianas (61) 

Las cepas bacterianas se encontraban correctamente almacenados en 

viales con medio de agar Tripticasa Soya (TSA). 

Para su activación, se preparó caldo Tripticasa Soya siguiendo las 

indicaciones del fabricante. Posteriormente, en tubos de ensayo estériles 

se añadió una cantidad adecuada del caldo preparado, a los cuales se 

incorporó una alícuota de las bacterias contenidas en los viales. Luego, 

los tubos fueron incubados a 37 °C durante 18 a 24 horas. 

Es importante destacar que todo este procedimiento, así como los 

siguientes, se llevaron a cabo dentro de una cabina de seguridad 

biológica. 

 Preparación de las cepas madres (62)  

Una vez finalizado el tiempo de activación de las bacterias, se preparó 

agar Tripticasa Soya (TSA) siguiendo las indicaciones del fabricante. 

Posteriormente, se vertieron aproximadamente 20 ml de TSA en placas 

Petri, dejándolas enfriar durante 15 minutos. 

Luego, se realizó la siembra de las bacterias activadas mediante el 

método de estría escocesa. Finalmente, las placas se incubaron a 37 °C 

durante 24 horas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Siembra por estría 
escocesa. Fuente: Universidad 

Miguel Hernández (2023)(62) 
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 Preparación de los extractos a evaluar  

Se disolvió 1g de cada fracción (A, B, C, D y E) en 1 mL de alcohol de 

96° con la finalidad de obtener una proporción de 1:1. Esto se utilizó para 

la evaluación de difusión en pozo. 

En el caso de la evaluación del CMI se realizó el mismo procedimiento 

con los extractos, pero solo con las fracciones que mostraron un mayor 

efecto de inhibición en el método de difusión en pozo, y se utilizó agua 

estéril como disolvente. 

 Preparación de los controles 

En el presente estudio, para la evaluación de difusión en pozo se utilizó 

los siguientes controles: 

Control negativo: Alcohol 96° 

Control positivo: Gentamicina 10ug/40ul (63) 

 

Y para el caso del método del CMI se utilizó: 

Control negativo 1: caldo tripticasa soya con extracto 

Control negativo 2: caldo tripticasa soya sin bacteria  

Control negativo 3: caldo tripticasa soya con bacteria 

Control positivo: Gentamicina 80ug/mL (64) 

 

b) Evaluación del método de difusión en agar (65,66) 

Esta técnica actualmente se encuentra estandarizada y recomendada por el 

Subcomité de ensayos de susceptibilidad del NCCLS, de los Estados Unidos 

para evaluar la actividad antimicrobiana de extractos vegetales.  

La metodología desarrollada corresponde a la de difusión en pozo, esta 

metodología de evaluación es más sensible que el método de difusión en disco 

y aunque presenta sensibilidad similar a las técnicas como las bioautográficas, 

proporciona condiciones más adecuadas para el crecimiento microbiano  

 

 Preparación de la suspensión del inóculo (67) 

Se prepararon tubos de ensayo con solución salina fisiológica al 0.9% 

(NaCl), los cuales fueron esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 

minutos. 

Posteriormente, utilizando un asa de Kolle, se tomaron colonias 

bacterianas de las placas madre y se suspendieron en los tubos con 

solución salina hasta alcanzar una turbidez de 1,5x108 UFC/mL, esto con 
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ayuda de un turbidímetro y un vortex para homogenizar correctamente la 

suspensión. 

 

 Preparación de los medios de cultivos inoculados (67) 

Se procedió a preparar el Agar Mueller Hinton según indicaciones del 

fabricante en una cantidad correspondiente a 700 ml con ayuda de un 

matraz estéril, para luego ser llevado a la autoclave durante 15 minutos a 

una temperatura de 121 °C, al retirar de la autoclave se deja enfriar hasta 

una temperatura de 40 a 45 °C para luego verter aproximadamente 20 ml 

en 32 placas Petri. Para los ensayos, se trabajó con 5 repeticiones por 

muestra, en donde se utilizó 1 placa por bacteria y por extracto y/o control 

a evaluar. 

 

Posteriormente se procedió a realizar un sembrado por superficie con 

ayuda de un hisopo estéril, en el cual se empapó el hisopo en la bacteria 

suspendida previamente a una turbidez de 1,5x108 UFC/mL y se realizó 

la siembra en 4 diferentes direcciones, hasta cubrir completamente la 

superficie. Luego con ayuda de un sacabocado de 7 mm se procedió a 

realizar 5 pozos por placa, en el cual se le agregó 40 ul de cada fracción 

a evaluar y para el control negativo se utilizó alcohol de 96°. Finalmente, 

se procedió a llevar las placas a la incubadora durante 24 horas. 

 

 Lectura e interpretación de resultados (63) 

La lectura de los resultados se interpretó mediante la lectura de los 

diámetros (Halos) de inhibición que presentó cada extracto frente a las 

diferentes bacterias evaluadas.  

Asimismo, se tomó como referencia orientativa los diámetros de 

inhibición para las cepas bacterianas evaluadas en el presente estudio 

contra gentamicina, según lo indicado por el Instituto Nacional de Salud 

(INS).  

El INS categoriza la sensibilidad de la cepa bacteriana como sensible (S), 

intermedio (I), o resistente (R). 
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                                        Tabla 1. Diámetros de inhibición referenciales de gentamicina del Instituto 

Nacional de Salud (INS) (63) 

 
Diámetro en mm 

Resistente Intermedio Sensible 

Staphylococcus spp ≤ 12 13-14 ≥ 15 

Enterococcus spp. ≤ 6 7-9 ≥ 8 

Enterobacterias ≤ 12 13-14 ≥ 15 

 

c) Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI)(64) 

Se utilizó el método de dilución en caldo, el cual se basa en la determinación 

del crecimiento del microorganismo en presencia de concentraciones 

crecientes del antimicrobiano, que se encuentra diluido en un medio de 

cultivo. Este método evalúa la presencia o ausencia de crecimiento del 

microorganismo, para ello se comprueba visualmente si los tubos presentan 

turbidez o no.  

 Preparación de la suspensión del inóculo 

Se prepararon tubos de ensayo con solución salina fisiológica al 0.9% 

(NaCl), los cuales fueron esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 

minutos. 

Posteriormente, utilizando un asa de Kolle, se tomaron colonias 

bacterianas de las placas madre y se suspendieron en los tubos con 

solución salina hasta alcanzar una turbidez de 1.5x108 UFC/mL. 

 Preparación del caldo inoculado (68) 

A diferencia de la evaluación de difusión en pozo, en este caso se 

procedió a preparar el caldo tripticasa soya en una proporción de 1:20 del 

inoculo preparado previamente, para así obtener 5 x 106 UFC/mL de 

caldo inoculado con la bacteria a evaluar.  

Para el presente caso se utilizaron tubos de ensayos de 3 ml, en el cual se 

trabajó la actividad en intervalos de 0,5 de 1% hasta el 5%, esto en razón 

de 3 repeticiones. Asimismo, se consideraron tubos de ensayo con caldo 

TS más extracto que ayudaron como control negativo N° 1, caldo TS sin 

aditivos como parte del control negativo N° 2, caldo TS más el inoculo 

como parte del control negativo N° 3, y caldo inoculado más gentamicina 

como control positivo. Una vez inoculadas los tubos de ensayo más los 

extractos a evaluar, estas fueron incubadas a temperatura de 37 °C 

durante 24 horas. 
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En los casos en que no se evidenció crecimiento bacteriano macroscópico 

en los tubos de ensayo evaluados, se procedió a realizar una siembra 

escocesa del contenido de dichos tubos sobre placas con Agar Mueller 

Hinton. Esta técnica permitió verificar si existía un crecimiento 

bacteriano no detectable a simple vista.  

Las placas fueron incubadas durante 24 horas, tras lo cual se realizó una 

nueva observación para determinar la presencia o ausencia de colonias 

bacterianas. 

 Lectura e interpretación de resultados 

La lectura de resultados se interpretó mediante la evaluación del 

crecimiento bacteriano y se reportó como crecimiento (Presencia) o 

inhibición total (Ausencia) para el cálculo de la Concentración Mínima 

Inhibitoria. 

2.1.4. Técnicas del procedimiento de la información 

a) Recolección de datos analíticos: 

Esto se realizó con ayuda de cuadernos de trabajo donde se procedió a registrar 

todos los datos y resultados de los métodos aplicados para su posterior 

procesamiento. 

b) Procesamiento, interpretación y análisis de datos: 

Los ensayos fueron analizados por el software estadístico Minitab 18 donde 

se realizó un análisis de varianza mediante el método Tukey con una 

significancia de 0.05, lo que permitirá obtener una información más confiable 

y sintetizada. Asimismo, algunos datos fueron tratados por métodos 

estadísticos paramétricos a través del programa Microsoft Excel. 

2.1.5. Aspectos éticos 

c) Recolección de datos analíticos: 

A lo largo del desarrollo de esta investigación, se han seguido rigurosamente 

los principios éticos que rigen toda investigación académica y científica. Se 

ha garantizado el respeto a los conocimientos de diversos autores, citándolos 

de manera adecuada y conforme a las normas establecidas. 

Asimismo, se estableció un acuerdo ético entre el asesorado y los asesores 

durante la práctica y ejecución del trabajo. Además, el equipo de investigación 

de esta tesis declara no tener ningún conflicto de interés de ningún tipo. 
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III. RESULTADOS 

3.1. Marcha fitoquímica 

 

Durante el proceso de fraccionamiento del extracto vegetal se obtuvieron las siguientes 

cantidades: fracción A: 9 g, fracción B: 42 g, fracción C: 550 mg, fracción D: 9 g y 

fracción E: 66 g. Estas cantidades ayudaron para la identificación de los metabolitos 

secundarios de la siguiente tabla: 

Tabla 2. Metabolitos secundarios de las fracciones obtenidas del extracto etanólico de hojas de 

Orthopterygium huaucui 

Fracciones Metabolitos Reacciones Resultado 

A 

Rx. Shinoda Flavonoides + 

Rx. Gelatina Taninos gálicos + 

Rx. Cloruro Férrico Grupos fenólicos libres + 

Rx. Ninhidrina Aminoácidos + 

B 

Rx. Liebermann 

Burchard 
Triterpenos y/o esteroides + 

Rx. Borntrager Antraquinonas - 

C 

Rx. Liebermann 

Burchard 
Triterpenos y/o esteroides + 

Rx. Kedde Cardenólidos - 

Rx. Dragendorff 

Alcaloides 

- 

Rx. Mayer - 

Rx. Wagner - 

D 

Rx. Kedde Cardenólidos - 

Rx. Shinoda Flavonoides + 

Rx. Rosenheim Leucoantocianidinas/Catequinas + 

Rx. Liebermann 

Burchard 
Triterpenos y/o esteroides + 

Rx. Dragendorff 

Alcaloides 

- 

Rx. Mayer - 

Rx. Wagner - 

E 

Rx. Shinoda Flavonoides + 

Rx. Rosenheim Leucoantocianidinas/Catequinas + 

Leyenda: Presencia (+); Ausencia (-) 
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3.2. Actividad antimicrobiana 

 

En la medición de los halos de inhibición observados en el método de difusión en pozo, se 

registraron halos de hasta 30 mm de diámetro. Asimismo, se identificaron ensayos que no 

presentaron actividad antimicrobiana, evidenciada por la ausencia de halos de inhibición. 

 

Tabla 3. Lectura de los halos de inhibición de la fracción A en el método de difusión en pozo 

Fracción A Lecturas por quintuplicado (mm) Promedio 

E. coli 15.0 15.0 15.0 15.0 18.0 17.6 

S. Typhimurium 18.0 18.0 17.0 18.0 17.0 17.6 

S. aureus 24.0 24.0 24.0 24.0 23.0 23.8 

E. faecalis 22.0 22.0 23.0 23.0 23.0 22.6 

 

 

Tabla 4. Lectura de los halos de inhibición de la fracción B en el método de difusión en pozo 

Fracción B Lecturas por quintuplicado (mm) Promedio 

E. coli 0.90 0.90 0.90 0.90 0.85 8.90 

S. Typhimurium 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00 

S. aureus 15.0 14.5 15.5 15.0 12.0 14.4 

E. faecalis 18.5 18.0 18.0 18.0 18.0 18.1 

 

 

Tabla 5. Lectura de los halos de inhibición de la fracción C en el método de difusión en pozo 

Fracción C Lecturas por quintuplicado (mm) Promedio 

E. coli 16.0 16.5 16.5 16.5 18.0 16.7 

S. Typhimurium 21.0 21.0 20.0 20.0 21.0 20.6 

S. aureus 23.0 23.0 23.0 23.0 23.0 23.0 

E. faecalis 23.0 16.0 16.0 18.0 16.0 17.8 

 

 

Tabla 6. Lectura de los halos de inhibición de la fracción D en el método de difusión en pozo 

Fracción D Lecturas por quintuplicado (mm) Promedio 

E. coli 14.0 14.0 13.0 14.0 13.5 13.7 

S. Typhimurium 28.0 29.5 29.0 29.0 30.0 29.1 

S. aureus 29.5 28.0 30.0 29.0 30.0 29.3 

E. faecalis 20.5 21.0 19.0 21.0 20.0 20.3 
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Tabla 7. Lectura de los halos de inhibición de la fracción E en el método de difusión en pozo 

Fracción E Lecturas por quintuplicado (mm) Promedio 

E. coli 23.0 23.5 23.0 23.5 24.0 23.4 

S. Typhimurium 13.5 14.0 14.0 14.0 13.0 13.7 

S. aureus 26.5 26.5 25.5 23.0 24.5 25.2 

E. faecalis 23.0 22.0 22.0 23.0 24.0 22.8 

 

Tabla 8. Lectura de los halos de inhibición del control positivo (Gentamicina) en el método de difusión 

en pozo 

C+ 

(Gentamicina) 
Lecturas por quintuplicado (mm) Promedio 

E. coli 21.5 22.0 21.0 22.0 21.0 22.0 

S. Typhimurium 13.5 13.5 13.5 13.5 13.5 13.5 

S. aureus 21.0 21.0 21.0 22.0 21.0 21.0 

E. faecalis 13.0 13.0 13.0 13.5 14.5 13.0 

 

Tabla 9. Lectura de los halos de inhibición del control negativo (Alcohol) en el método de difusión en 

pozo 

C-  

(Alcohol) 

Lecturas por quintuplicado (mm) 
Promedio 

F. A F. B F. C F. D F. E 

E. coli 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00 

S. Typhimurium 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00 

S. aureus 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00 

E. faecalis 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00 

 

En la tabla 9 del control negativo se observaron medidas de 7 mm, lo cual corresponde al 

diámetro del pozo en el que se agregó el control. Esto indica que dicho control no presentó 

ningún efecto sobre los halos de inhibición generados por los extractos evaluados frente a las 

diferentes bacterias evaluadas. 
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Tabla 10. Datos agrupados según Tukey de las fracciones y controles evaluados frente a E. coli 

Medias 

    

Factor N Media Desv.Est. IC de 95% 

FA 5 15.2 0.447 (14.783; 15.617) 

FB 5 8.90 0.224 (8.483; 9.317) 

FC 5 16.7 0.758 (16.283; 17.117) 

FD 5 13.7 0.447 (13.283; 14.117) 

FE 5 23.4 0.418 (22.983; 23.817) 

C+ 5 21.5 0.500 (21.083; 21.917) 

C- 5 7.00 0.000 (6.583; 7.417) 

Desv.Est. agrupada = 0.455129 
  

Leyenda: Factor: Tratamientos, N: Número de repeticiones, Media: Promedio de las 

repeticiones, Desv. Est.: Desviación Estandar, IC de 95%: Intervalo de confianza 

 

En la Tabla 10 se observó que la fracción E presentó un promedio de inhibición superior al del 

control positivo, mientras que la fracción B mostró una actividad considerablemente baja. Ambos 

resultados corresponden a ensayos realizados frente a Escherichia coli. 

 

En la figura 6 se puede observar gráficamente los promedios de inhibiciones que presentó cada 

fracción y control frente a E. coli.  

  

Figura 6. Gráfica de cajas de las fracciones y controles frente a E. coli 
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Tabla 11. Datos agrupados según Tukey de las fracciones y controles evaluados frente a S. typhimurium 

Medias 
    

Factor N Media Desv.Est. IC de 95% 

FA 5 17.6 0.55 (17.198; 18.002) 

FB 5 7.00 0.00 (6.598; 7.402) 

FC 5 20.6 0.55 (20.198; 21.002) 

FD 5 29.1 0.74 (28.698; 29.502) 

FE 5 13.7 0.45 (13.298; 14.102) 

C+ 5 13.5 0.00 (13.10; 13.90) 

C- 5 7.00 0.00 (6.598; 7.402) 

Desv.Est. agrupada = 0.439155 
  

 

En la Tabla 11 se observó que la fracción D presentó un promedio de inhibición 

significativamente superior al del control positivo. Las fracciones A y C también mostraron una 

actividad mayor que la del control, mientras que la fracción E presentó un efecto similar. En 

contraste, la fracción B no evidenció halos de inhibición. Estos resultados corresponden a 

ensayos realizados frente a S. typhimurium.  

Figura 7. Gráfica de intervalos de las fracciones y controles frente a E. coli 
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En las figuras 8 y 9 se pueden observar gráficamente los promedios de inhibiciones que presentó 

cada fracción y control frente a S. typhimurium  

Figura 8. Gráfica de cajas de las fracciones y controles frente a S. typhimurium 

Figura 9. Gráfica de intervalos de las fracciones y controles frente a S. typhimurium 
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Tabla 12. Datos agrupados según Tukey de las fracciones y controles evaluados frente a S. aureus 

Medias 
    

Factor N Media Desv.Est. IC de 95% 

FA 5 23.8 0.447 (23.173; 24.427) 

FB 5 15.0 0.354 (14.373; 15.627) 

FC 5 23.0 0.000 (22.37; 23.63) 

FE 5 25.2 1.483 (24.573; 25.827) 

FD 5 29.1 0.742 (28.473; 29.727) 

C+ 5 21.2 0.447 (20.573; 21.827) 

C- 5 7.00 0.000 (6.373; 7.627) 

Desv.Est. agrupada = 0.684001 
  

 

En la Tabla 12 se observó que la fracción D presentó un promedio de inhibición 

significativamente superior al del control positivo, seguida por las fracciones A, C y E, las cuales 

mostraron una actividad mayor que la del control, mientras que la fracción B presentó un efecto 

mínimo. Estos resultados corresponden a ensayos realizados frente a S. aureus 

  

Figura 10. Gráfica de cajas de las fracciones y controles frente a S. aureus 
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Tabla 13. Datos agrupados según Tukey de las fracciones y controles evaluados frente a E. faecalis 

Medias 
    

Factor N Media Desv.Est. IC de 95% 

FA 5 22.6 0.548 (22.050; 23.150) 

FB 5 18.1 0.224 (17.550; 18.650) 

FC 5 16.6 0.894 (16.050; 17.150) 

FD 5 20.5 0.500 (19.950; 21.050) 

FE 5 22.8 0.837 (22.250; 23.350) 

C+ 5 13.4 0.652 (12.850; 13.950) 

C- 5 7.00 0.000 (6.450; 7.550) 

Desv.Est. agrupada = 0.600595 
  

 

En la Tabla 13 se observó que todas las fracciones presentaron un promedio de inhibición superior 

al del control positivo, aunque las fracciones más representativas corresponden a las fracciones A 

y E. Estos resultados corresponden a los ensayos realizados frente a E. faecalis 

  

Figura 11. Gráfica de intervalos de las fracciones y controles frente a S. aureus 
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Figura 12. Gráfica de cajas de las fracciones y controles frente a E. faecalis 

Figura 13. Gráfica de intervalos de las fracciones y controles frente a E. faecalis 
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Tabla 14. Efecto antimicrobiano de la fracción D frente a las bacterias evaluadas 

Medias 
    

Factor N Media Desv.Est. IC de 95% 

E. coli 5 13.7 0.447 (13.088; 14.312) 

S. Typhimurium 5 29.1 0.742 (28.488; 29.712) 

S. aureus 5 29.3 0.837 (28.688; 29.912) 

E. faecalis 5 20.3 0.837 (19.688; 20.912) 

C- 5 7.00 0.000 (6.388; 7.612) 

Desv.Est. agrupada = 0.655744 
  

 

En la Tabla 14 se observa el efecto antimicrobiano de la fracción D frente a todas las bacterias 

evaluadas, en el cual se aprecia un efecto significativo frente a S. typhimurium y S.aureus. 

mientras que el efecto frente a E. coli no fue muy marcado 

    

Figura 14. Representación en gráfica de cajas del efecto antimicrobiano de la fracción D frente a las 

bacterias evaluadas 
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Tabla 15. Diferencias significativas en los promedios de los diámetros de inhibición del efecto 

antimicrobiano de la fracción D frente a las bacterias evaluadas. 

Agrupar información utilizando el método de Tukey y una 

confianza de 95% 

 

Factor N Media Agrupación  

S. aureus 5 29.3 A        

S. Typhimurium 5 29.1 A        

E. faecalis 5 20.3   B      

E. coli 5 13.7     C    

C- 5 7.00       D  

Las medias que no comparten una letra son 

significativamente diferentes. 

  
 

Leyenda: Factor: Tratamientos, N: Número de repeticiones, Media: Promedio de las repeticiones, 

Agrupación: Letra de diferenciación. 

 

En la tabla 15 se puede observar una comparación entre todas las medias de la lectura de los halos 

de inhibición en mm de todos los tratamientos evaluados. Las medias con la letra común no son 

significativamente diferentes (p > 0.05) según el método de Tukey. Es por ello que, las lecturas 

en S. aureus y S. typhimurium son iguales, por otro lado, todas las demás medias son 

significativamente diferentes al control -, lo cual se observa con la diferenciación en las letras. 

 

Figura 15. Representación en gráfica de intervalos del efecto antimicrobiano de la fracción D frente a las 

bacterias evaluadas 
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En la figura 16 se representa gráficamente la comparación establecida en la tabla 15 donde sí un 

intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente diferentes, es así 

que se corrobora la agrupación de la tabla anterior, donde el tratamiento con la fracción D en S. 

aureus y S. typhimurium, son significativamente iguales, a diferencia de los demás tratamientos 

que se encuentran fuera del intervalo 0, representando así las diferencias entre resultados con el 

control negativo. 

 

Tabla 16. Efecto antimicrobiano de la fracción E frente a las bacterias evaluadas 

Medias 
    

Factor N Media Desv.Est. IC de 95% 

E. coli 5 23.40 0.42 (22.825; 23.975) 

S. Typhimurium 5 13.70 0.45 (13.125; 14.275) 

S. aureus 5 25.20 0.91 (24.625; 25.775) 

E. faecalis 5 22.80 0.84 (22.225; 23.375) 

C(-) 5 7.00 0.00 (6.425; 7.575) 

Desv.Est. agrupada = 0.616441 
   

 

En la tabla 16 se observa que la fracción E tuvo un buen efecto antibacteriano frente a S. aureus 

con halos de inhibición por encima de los 25 mm, lo cual fue un buen candidato para la evaluación 

Figura 16. Representación gráfica de las diferencias significativas en los promedios de los diámetros de 

inhibición del efecto antimicrobiano de la fracción D frente a las bacterias evaluadas 
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de la CMI. Asimismo, se puede apreciar que el control negativo no tuvo un efecto inhibitorio, lo 

cual es indicador que el solvente no influye en los halos de inhibición de las diferentes fracciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Representación en gráfica de cajas del efecto antimicrobiano de la fracción E frente a las bacterias 

evaluadas 

Figura 18. Representación en gráfica de intervalos del efecto antimicrobiano de la fracción E frente a las 

bacterias evaluadas 
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Tabla 17. Diferencias significativas en los promedios de los diámetros de inhibición del efecto 
antimicrobiano de la fracción E frente a las bacterias evaluadas. 

Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 

Factor N Media Agrupación 

S. aureus 5 25.2 A 
   

E. coli 5 23.4 
 

B 
  

E. faecalis 5 22.8 
 

B 
  

S. Typhimurium 5 13.7 
  

C 
 

C(-) 5 7 
   

D 

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. 
  

Leyenda: Factor: Tratamientos, N: Número de repeticiones, Media: Promedio de las repeticiones, 

Agrupación: Letra de diferenciación. 

 

En la tabla 17 se puede observar una comparación entre todas las medias de la lectura de los halos 

de inhibición en mm de todos los tratamientos evaluados. Las medias con la letra común (B) no 

son significativamente diferentes (p > 0.05) según el método de Tukey. Es por ello que, las 

lecturas en E. coli y E. faecalis son iguales, por otro lado, todas las demás medias son 

significativamente diferentes al control -, lo cual se observa con la diferenciación en las letras. 

 

 

  

Figura 19. Representación gráfica de las diferencias significativas en los promedios de los diámetros de 

inhibición del efecto antimicrobiano de la fracción E frente a las bacterias evaluadas. 
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Tabla 18. Diferencias significativas de las fracciones y controles evaluados frente a E. coli 

Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 

Factor N Media Agrupación 

FE 5 23.4 A             

C+ 5 21.5   B           

FC 5 16.7     C         

FA 5 15.2       D       

FD 5 13.7         E     

FB 5 8.90           F   

C- 5 7.00             G 

Las medias que no comparten una letra son 

significativamente diferentes. 

     

 Leyenda: Factor: Tratamientos, N: Número de repeticiones, Media: Promedio de las 

repeticiones, Agrupación: Letra de diferenciación. 

 

En la tabla 18 se observa una clara diferencia entre todas las fracciones evaluadas frente a E. coli, 

siendo la fracción E la de mayor efecto antimicrobiano, incluso siendo un efecto mayor al del 

control +. Asimismo, en el presente cuadro se muestra en la parte inferior al control negativo el 

cual no guarda similitud a ninguno de los tratamientos, lo cual demuestra un efecto inhibitorio de 

cada fracción superior a dicho control. 

  

 

Figura 20. Representación gráfica de las diferencias significativas de las fracciones y controles evaluados 

frente a E. coli 
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Tabla 19. Diferencias significativas de las fracciones y controles evaluados frente a S. typhimurium 

Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 

Factor N Media Agrupación 

FD 5 29.1 A         

FC 5 20.6   B       

FA 5 17.6     C     

FE 5 13.7       D   

C+ 5 13.5       D   

C- 5 7.00         E 

FB 5 7.00         E 

Las medias que no comparten una letra son 

significativamente diferentes. 

   

 Leyenda: Factor: Tratamientos, N: Número de repeticiones, Media: Promedio de las 

repeticiones, Agrupación: Letra de diferenciación. 

 

En la tabla 19 se observa una similitud entre la fracción E y el control + frente a S. typhimurium, 

lo cual indica una sensibilidad de la bacteria frente a esta fracción, por otro lado, se observa una 

similitud entre el control – y la fracción B, lo que representa en este caso una ausencia de efecto 

antimicrobiano por parte de la fracción. Asimismo, en el presente cuadro se muestra que todas las 

fracciones a excepción de la B muestran un efecto inhibitorio superior al control +. 

 

 

 

Figura 21. Diferencias significativas de las fracciones y controles evaluados frente a S. typhimurium 
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Tabla 20. Diferencias significativas de las fracciones y controles evaluados frente a S. aureus 

Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 

Factor N Media Agrupación 

FD 5 29.1 A           

FE 5 25.2   B         

FA 5 23.8     C       

FC 5 23.0     C       

C+ 5 21.2       D     

FB 5 15.0         E   

C- 5 7.00           F 

Las medias que no comparten una letra son 

significativamente diferentes. 

    

 Leyenda: Factor: Tratamientos, N: Número de repeticiones, Media: Promedio de las 

repeticiones, Agrupación: Letra de diferenciación. 

 

En la tabla 20 se agrupan las medias observadas de los diferentes tratamientos frente a S. aureus, 

en el cual se observa un efecto por encima de los 25 mm de la fracción D y E, así como también 

una similitud de efecto de la fracción C y A en comparación con los otros tratamientos en los 

cuales se observan diferencias significativas. En el presente cuadro se puede observar que la 

fracción B tiene un efecto menor al control +, pero mayor al control – en comparación con el 

efecto que se mostró frente a las bacterias gram negativas.  

   

Figura 22. Representación gráfica de las diferencias significativas de las fracciones y controles evaluados 

frente a S. aureus 
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Tabla 21. Diferencias significativas de las fracciones y controles evaluados frente a E. faecalis 

Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 

Factor N Media Agrupación 

FE 5 22.8 A           

FA 5 22.6 A           

FD 5 20.5   B         

FB 5 18.1     C       

FC 5 16.6       D     

C+ 5 13.4         E   

C- 5 7.00           F 

Las medias que no comparten una letra son 

significativamente diferentes. 

    

 Leyenda: Factor: Tratamientos, N: Número de repeticiones, Media: Promedio de las 

repeticiones, Agrupación: Letra de diferenciación. 

 

En la tabla 21 se puede observar igualdades significativas entre la fracción A y E frente a E. 

faecalis. Así también, se puede observar que las demás fracciones presentan un efecto 

antimicrobiano mayor al control + y ninguno es similar al control -, lo cual indica que E. faecalis 

es sensible a las diferentes fracciones en comparación al control +. 

   

Figura 23. Representación gráfica de las diferencias significativas de las fracciones y controles evaluados 

frente a E. faecalis 
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Tabla 22. Promedios de inhibición de las fracciones A, B, C, D y E frente a las bacterias evaluadas en 

comparación con el control positivo y control negativo 

 E. coli S. Typhimurium S. aureus E. faecalis 

FA 15.2 17.6 23.8 22.6 

FB 8.90 7.00 15.0 18.1 

FC 16.7 20.6 23.0 16.6 

FD 13.7 29.1 25.2 20.5 

FE 23.4 13.7 29.1 22.8 

C+ 21.5 13.5 21.2 13.4 

C- 7.00 7.00 7.00 7.00 

 Leyenda: Factor: Tratamientos, N: Número de repeticiones, Media: Promedio de las 

repeticiones, Agrupación: Letra de diferenciación. 

 

En la tabla 22 se observa los promedios evaluados de los diferentes tratamientos con las diferentes 

bacterias. Entre todas las fracciones, la fracción E presentó los mayores halos de inhibición frente 

a E. coli (23.4 mm) y S. aureus (29.1 mm), superando incluso al control positivo. Por su parte, la 

fracción D mostró una actividad destacada frente a S. typhimurium y S. aureus (29.1 mm). La 

fracción C también evidenció buenos niveles de inhibición frente a S. typhimurium (20.6 mm) y 

S. aureus (23.0 mm), mientras que la fracción B fue la que presentó la menor actividad en 

comparación con las otras fracciones, pero esto no indica que la fracción no presenta un efecto 

antimicrobiano, sino que el efecto a la cantidad evaluada (20mg/40ul) presenta una menor 

actividad, asimismo se puede apreciar que el efecto de la fracción B frente a Gram negativas es 

aún menor que el efecto presentado con las gram positivas, en donde los valores se acercan al 

control positivo o incluso superan a este, como en el caso de S. aureus y E. faecalis 

respectivamente. En comparación con el control positivo (C+), las fracciones D y E demostraron 

ser incluso más efectivas frente a ciertas cepas, especialmente S. aureus y S. typhimurium. El 

control negativo (C−) no mostró actividad significativa, confirmando que los efectos observados 

son atribuibles a los compuestos presentes en las fracciones. 

Con base en lo analizado en la Tabla 20 y en contraste con los valores referenciales establecidos 

por el INS en la Tabla 1, se puede considerar que Escherichia coli presenta una respuesta sensible 

frente a las fracciones A, B, C y E, mientras que frente a la fracción D se clasificaría como efecto 

intermedio. En el caso de Salmonella typhimurium, se clasificaría como sensible frente a las 

fracciones A, C y D, intermedio para la fracción E, y resistente frente a la fracción B. Por su parte, 

Staphylococcus aureus se consideraría sensible frente a todas las fracciones evaluadas. 

Finalmente, Enterococcus faecalis también se catalogaría como sensible frente a todas las 

fracciones. 
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En la Figura 24 se representa gráficamente la información contenida en la Tabla 22, lo que 

permitió visualizar de forma comparativa el efecto antimicrobiano de cada una de las fracciones 

evaluadas. En el gráfico destacan los picos de inhibición más altos correspondientes a la fracción 

D frente a S. typhimurium y a las fracciones D y E frente a S. aureus. A partir de estos resultados, 

y considerando como criterio los halos de inhibición superiores a 25 mm, se seleccionaron estas 

fracciones para la evaluación de la concentración mínima inhibitoria (CMI). 

 

En este contexto y con el objetivo de complementar los resultados obtenidos en el método de 

difusión en pozo, se evaluó la actividad antimicrobiana de las fracciones D y E, los cuales fueron 

las fracciones más activas (Halos de inhibición mayor a 25 mm), mediante el ensayo de 

concentración mínima inhibitoria (CMI). Cabe destacar que, este método permite determinar la 

menor concentración a la cual el extracto es capaz de inhibir visiblemente el crecimiento 

bacteriano en un medio líquido. Las evaluaciones se realizaron frente a las cepas Staphylococcus 

aureus y Salmonella typhimurium, utilizando caldo Mueller-Hinton e identificando visualmente 

la presencia o ausencia de turbidez como indicador de crecimiento bacteriano. Los resultados se 

detallan en los siguientes cuadros.  

 

Figura 24. Representación gráfica de los promedios de inhibición de las fracciones A, B, C, D y E frente 

a las bacterias evaluadas en comparación con el control positivo y control negativo 
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Tabla 23. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de la fracción D frente a S. aureus 

Staphylococcus aureus 

Porcentajes evaluados (%) 

F. D 1% 1,5% 2% 2,5% 3% 3.5% 4% 4,5% 5% 

1° A A A A A A A A A 

2° A A A A A A A A A 

3° A A A A A A A A A 

Leyenda: □ Ausencia (A); □ Presencia (P) 

 

Los resultados mostrados en la Tabla 23 indican que la fracción D logró inhibir completamente 

el crecimiento de Staphylococcus aureus en todas las concentraciones evaluadas, desde el 1% 

hasta el 5%. En las tres repeticiones realizadas, se registró ausencia de turbidez, lo que confirma 

que no hubo crecimiento bacteriano en ninguna de las concentraciones. 

Este hallazgo sugiere que la fracción D posee una alta potencia antimicrobiana frente a S. aureus, 

siendo eficaz incluso a concentraciones bajas. El hecho de que la inhibición ocurra desde el 1% 

indica que la CMI real es ≤1%, lo que posiciona a esta fracción como una de las más activas 

dentro del estudio. Este comportamiento ya había sido anticipado por los resultados obtenidos en 

el método de difusión en pozo, en el que la fracción D también mostró los halos de inhibición 

más amplios frente a esta bacteria. Por tanto, ambos métodos coinciden en señalar que la fracción 

D contiene metabolitos con buen efecto antimicrobiano frente Staphylococcus aureus. 

 

Tabla 24. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de la fracción D frente a S. typhimurium 

Salmonella Typhimurium 

Porcentajes evaluados (%) 

F. D 1% 1,5% 2% 2,5% 3% 3.5% 4% 4,5% 5% 

1° A A A A A A A A A 

2° A A A A A A A A A 

3° A A A A A A A A A 

Leyenda: □ Ausencia (A); □ Presencia (P) 

 

En la Tabla 24 se observa que la fracción D también inhibió completamente el crecimiento de 

Salmonella typhimurium (Figura 49) en todas las concentraciones evaluadas, tal como la 

evaluación frente a S. aureus. En las tres repeticiones realizadas, se registró ausencia de 
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crecimiento bacteriano, lo que demuestra una inhibición total. Estos resultados reflejan que la 

concentración mínima inhibitoria (CMI) de la fracción D frente a S. typhimurium es igual o 

inferior al 1%, lo cual indica una fuerte actividad antimicrobiana también frente a bacterias Gram 

negativas.  

 

Tabla 25. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de la fracción E frente a S. aureus 

Staphylococcus aureus 

Porcentajes evaluados (%) 

F. E 1% 1,5% 2% 2,5% 3% 3.5% 4% 4,5% 5% 

1° P P A A A A A A A 

2° P P A A A A A A A 

3° P P A A A A A A A 

Leyenda: □ Ausencia (A); □ Presencia (P) 

 

A diferencia de la fracción D, los resultados obtenidos para la fracción E frente a Staphylococcus 

aureus muestran una inhibición parcial a bajas concentraciones. En las tres repeticiones del 

ensayo, se evidenció presencia de turbidez en las concentraciones de 1% y 1.5%, lo que indica 

que en ese rango la fracción no logró inhibir el crecimiento bacteriano. Sin embargo, a partir del 

2% hasta el 5%, todas las muestras mostraron ausencia de crecimiento, lo que marca una 

inhibición clara y constante. Este comportamiento sugiere que la CMI de la fracción E frente a S. 

aureus se encuentra en un punto intermedio, es decir, entre el 1.5% y el 2%. Aunque efectiva, su 

potencia es menor en comparación con la fracción D, que logró inhibición total desde el 1%.  

Pese a ello, el hecho de que la fracción E logre inhibir completamente el crecimiento bacteriano 

a partir del 2% sigue siendo un resultado relevante, que respalda su potencial antimicrobiano, 

especialmente si se considera que fue efectivo de forma consistente a partir de una baja 

concentración. 
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IV. DISCUSIÓN 

En la actualidad, la búsqueda de recursos naturales que puedan ofrecer alternativas para la 

prevención, el tratamiento e incluso la posible cura de diversas enfermedades, tanto en el ámbito 

de la salud como en el cuidado del medio ambiente, se ha convertido en una tarea científica 

exigente. Esta labor es llevada a cabo por numerosos grupos de investigación alrededor del 

mundo, quienes contribuyen al progreso científico mediante el descubrimiento y desarrollo de 

nuevos agentes terapéuticos. En ese sentido, Orthopterygium huaucui, una especie endémica 

del Perú, representa un recurso vegetal poco explorado, cuyas hojas podrían albergar 

compuestos de interés farmacológico, como lo evidencian los resultados obtenidos en la 

presente investigación. 

La caracterización fitoquímica cualitativa del extracto etanólico de las hojas de Orthopterygium 

huaucui, obtenida mediante extracción asistida por ultrasonido, reveló la presencia de diversos 

metabolitos secundarios, los cuales se indicaron en la tabla 2. Estos hallazgos se alinean en gran 

medida con lo reportado por diversos estudios previos tanto a nivel nacional como internacional.  

En ese sentido, Hernández et al. (13) reportaron en el perfil fitoquímico la presencia de 

flavonoides, chalconas, terpenoides, procianidinas, taninos y entre otros, hallazgos que 

coinciden con los identificados en el presente estudio respecto a la presencia de flavonoides, 

terpenoides y taninos. Esta concordancia refuerza la idea de que las hojas constituyen una fuente 

importante de compuestos bioactivos, con potencial aplicación en el desarrollo de productos 

con propiedades terapéuticas. 

De manera similar, Molina et al. (14) identificaron en hojas de O. huaucui metabolitos como 

flavonoides, taninos, triterpenos y catequinas, utilizando una metodología basada también en 

una marcha fitoquímica. Estos resultados respaldan los obtenidos en nuestro estudio y 

evidencian la consistencia en la composición química de esta especie vegetal, especialmente 

cuando se emplean solventes polares como el etanol para la extracción. 

Por otro lado, estudios cuantitativos como los realizados por Amaro (10) y Gonzales et al. (12) 

(11) no solo confirmaron la presencia de triterpenos y esteroides en Orthopterygium huaucui, 

sino que incluso aislaron y caracterizaron estructuralmente varios compuestos nuevos 

pertenecientes a estos grupos. Nuestros resultados cualitativos coinciden con estas 

investigaciones, dado que también se identificaron triterpenos y/o esteroides, lo cual refuerza la 

relevancia de estos metabolitos dentro del perfil químico característico de la especie. 

En conjunto, los metabolitos detectados en esta investigación confirman el potencial bioactivo 

de las hojas de Orthopterygium huaucui, y validan su relevancia etnofarmacológica. A futuro, 
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sería de interés profundizar en estudios cuantitativos y en el aislamiento individual de los 

compuestos detectados para una mejor comprensión de sus propiedades farmacológicas. 

Respecto a la actividad antimicrobiana, es importante señalar que hasta la fecha no se han 

reportado estudios previos relacionados con esta actividad en el género Orthopterygium, 

considerando que Orthopterygium huaucui es el único representante conocido de su género y 

especie. En este contexto, se ha procedido a establecer una posible relación del efecto 

antimicrobiano observado con otros representantes de la familia Anacardiaceae, a la cual 

pertenece. En tal sentido, en la investigación realizada por Baptista et al. (69) indican que en 

diferentes representantes de la familia Anacardiaceae muestran una actividad antimicrobiana. 

Un ejemplo comparable es el extracto hidroalcohólico de la corteza de Anacardium occidentale 

(Anacardo), cuyo efecto frente a S. aureus ha sido atribuido a la presencia de taninos, incluso 

en bajas concentraciones. De manera análoga, el tamizaje fitoquímico realizado en el presente 

estudio reveló la presencia de taninos, triterpenos y grupos fenólicos libres en O. huaucui en la 

fracción A, lo cual permite inferir que estos compuestos podrían estar relacionados con la 

actividad antimicrobiana observada (Tabla 3). Además, la actividad registrada frente a 

Escherichia coli, de orthopterygium huaucui, también se encuentra alineado con 

investigaciones previas en las que extractos de cajui (también miembro de Anacardiaceae) 

mostraron eficacia frente a bacterias Gram negativas. Estas propiedades han sido asociadas a la 

presencia de flavonoides, taninos y alcaloides. Si bien en O. huaucui no se detectaron alcaloides, 

la acción de taninos y triterpenos podría ser clave en la actividad antimicrobiana. 

La fracción D destacó por presentar los diámetros de inhibición más altos frente a S. 

typhimurium (29.1 mm) y S. aureus (29.3 mm), superando incluso al control positivo 

(gentamicina). Este perfil relevante se presentó también para la fracción E, especialmente frente 

a E. coli (23.4 mm) y S. aureus (25.2 mm), superando al control positivo en ambos casos. Esta 

fracción comparte con la D la presencia de flavonoides y leucoantocianidinas/catequinas, lo 

cual posiblemente podría explicar su efectividad, aunque la fracción E mostró menor actividad 

frente a S. typhimurium (13.7 mm). 

Respecto a la fracción B evaluada frente a las diferentes bacterias, se observa que presentó un 

efecto de inhibición menor o incluso nulo frente a la mayoría de los microorganismos. En el 

caso específico de Salmonella typhimurium, no se registraron halos de inhibición, ya que 

durante el ensayo no se evidenció una adecuada difusión del extracto a través del medio sólido 

(agar). Este fenómeno podría atribuirse a las propiedades físicoquímicas de la fracción B. Según 

Bubonja et al. (70), en los métodos de difusión en agar, la efectividad del compuesto evaluado 

puede verse condicionada por factores como su solubilidad, peso molecular y capacidad de 

difusión. En particular, los compuestos de naturaleza menos polar o con mayor masa molecular 
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tienden a difundirse con mayor dificultad en el agar, lo que puede dar lugar a resultados poco 

representativos de su verdadera actividad antimicrobiana. 

En este contexto, la limitada o nula actividad observada en la fracción B podría explicarse por 

la predominancia de triterpenos, compuestos conocidos por su baja polaridad, lo cual 

dificultaría su correcta difusión en el medio y, en consecuencia, su capacidad de ejercer un 

efecto inhibitorio visible. 

En este orden de ideas, se podría relacionar la sinergia de los metabolitos secundarios presentes 

en cada fracción de orthopterygium huaucui con la actividad antimicrobiana, ya que según Laiju 

et al. (71) Los taninos permiten secuestrar el hierro, inhibir la síntesis de la pared celular e 

interrumpir la continuidad de las membranas celulares. Además, pueden inhibir vías 

biosintéticas y evitar la formación de biopelícula en bacterias gramnegativas y grampositivas. 

Asimismo, indican que los flavonoides interactúan con la membrana bacteriana, donde 

interrumpen las bicapas de fosfolípidos e inhiben la cadena respiratoria y la síntesis de ATP. 

Además, se ha reportado que los flavonoides derivados de las hojas de nuez son efectivos contra 

E. faecalis, y S. aureus resistente a la meticilina.  

Los resultados obtenidos mediante el ensayo de concentración mínima inhibitoria (CMI) 

evidencian diferencias importantes en la capacidad antimicrobiana de las fracciones D y E frente 

a las bacterias evaluadas. 

La fracción D demostró una alta eficacia frente a S. aureus, ya que inhibió completamente el 

crecimiento bacteriano desde la concentración más baja evaluada (1%) hasta la más alta (5%) 

en todas las repeticiones. Este resultado confirma lo observado previamente en los ensayos por 

difusión en pozo, donde la fracción D también mostró una actividad destacada frente a esta 

bacteria. La inhibición completa en todo el rango de concentraciones sugiere una alta potencia 

antimicrobiana, lo que posiciona a esta fracción como una de las más prometedoras dentro del 

estudio. Por otro lado, la fracción E frente a S. aureus presentó inhibición parcial, ya que se 

observó crecimiento bacteriano en las concentraciones de 1% y 1.5%, mientras que a partir del 

2% en adelante, el crecimiento fue inhibido de forma consistente. En ese sentido, los datos 

obtenidos en el CMI refuerzan los resultados presentados en el método por difusión en pozo, en 

el cual se pudo observar que la fracción D tuvo un mayor efecto inhibitorio frente a S. aureus 

con un halo de inhibición en promedio de hasta 29.3 mm en comparación a la fracción E el cual 

tuvo un halo de inhibición promedio de 25.2 mm. 
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V. CONCLUSIONES  

En base al presente trabajo de investigación, se puede concluir con lo siguiente: 

1. Los metabolitos secundarios identificados en el tamizaje fitoquímico del extracto etanólico 

de hojas de orthopterygium huaucui (A. Gray) HEMSL en la mayoría de fracciones 

corresponden a: Triterpenos y/o esteroides, taninos gálicos, flavonoides, grupos fenólicos 

libres, aminoácidos y leucoantocianidinas y/o catequinas. 

2. De acuerdo a la evaluación antimicrobiana in vitro del extracto etanólico total de hojas 

orthopterygium huaucui frente a E. coli, S. typhimurium E. faecalis y S. aureus a una 

concentración de 20mg/40ul por pozo se obtuvieron halos de inhibición en promedios de 

17.6 mm para E. coli, 17.6 mm para S. typhimurium, 23.8 mm para S. aureus y 22.6 mm 

para E. faecalis. 

3. Según el método de difusión en pozo, las fracciones con mayor actividad antimicrobiana 

frente a las bacterias evaluadas, corresponden a la Fracción D y Fracción E debido a los 

promedios de sus halos de inhibición en el cual la fracción D inhibió 29.1 mm para S. 

typhimurium y 25.2 mm para S. aureus y en el caso de la fracción E inhibió 29.1 mm frente 

a S. aureus  

4. De acuerdo a la evaluación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de las fracciones 

D y E, se determinó que la fracción D no presentó crecimiento bacteriano de S. aureus y S. 

typhimurium en ninguna escala porcentual evaluada y la fracción E contra S. aureus resultó 

con crecimiento en el rango de 1.5% hasta 2% 
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VI. RECOMENDACIONES 

1. Continuar con las evaluaciones antimicrobianas, realizando extractos con diferentes 

solventes, evaluar frente a otras bacterias de gran interés público y a diferentes 

concentraciones. 

2. Realizar la identificación y el aislamiento del metabolito secundario presente en el 

extracto etanólico de hojas de Orthopterygium huaucui responsable de la actividad 

antimicrobiana reportado en el presente trabajo. 

3. Evaluar la concentración mínima inhibitoria (CMI) de la fracción D a concentraciones 

menores al 1%. Asimismo, evaluar el CMI de las fracciones A, B y C. 

4. Se recomienda evaluar el extracto etanólico de hojas de orthopterygium huaucui en 

ensayos in vivo con el fin de determinar las posibles interferencias de agentes físicos y 

químicos que puedan alterar la actividad antimicrobiana reportada en el presente estudio. 
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VIII. ANEXOS 

8.1.  Clasificación taxonómica 
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8.2.  Recolección y tratamiento de la muestra vegetal 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Ubicación de recolección de 

Orthopterygium huaucui 
Figura 25. Ladera cubierta de la especie 

Orthopterygium huaucui 

Figura 28. Recolección de la especie vegetal Figura 27. Secado de la especie vegetal 
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Figura 30. Muestra vegetal secada Figura 29. Muestra vegetal triturada manualmente 

Figura 31. Método de extracción por ultrasonido Figura 32. Secado a temperatura ambiente del extracto 

obtenido por ultrasonido 
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8.3.  Marcha fitoquímica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Obtención de la Fracción B 

Figura 35. Obtención de la Fracción C Figura 36. Obtención de la Fracción D 

Figura 33. Obtenión de la Fracción A 
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Figura 38. Reacción de identificación para 

alcaloides en la fracción C 

Figura 40. Reacción de identificación para 

triterpenos y esteroides en la fracción C 

Figura 37. Obtención de la Fracción E 

Figura 39. Reacción de Shinoda para identificar 

flavonoides en la Fracción E 
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Rx. Gelatina Sal 
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Rx. Libermann Burchard  

 
Rx. Borntrager  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fracción 
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Rx. Libermann Burchard  
 

 

Rx. Kedde  

 
Rx. Dragendorff, Mayer y 
Wagner  

 

Fracción 
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Rx. Dragendorff, 

Mayer y Wagner 

 

 

Rx. Kedde  

 
Rx. Shinoda  

 
Rx. Rosenheim 

  

 

Rx. Liberman 

Burchard  
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Rx. Shinoda  
 

 

R. Rosenheim 
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8.4.  Actividad antimicrobiana 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Placas de agar Mueller Hinton 

inoculadas para la evaluación 

antimicrobiana 

Figura 41. Lectura de halos de 

Inhibición en el método de difusión 

en pozo 

Figura 43. Halos de inhibición de la fracción A contra S. 

aureus 
Figura 44. Halos de inhibición de la fracción B frente S. 

aureus 
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Figura 47. Halos de inhibición de la fracción E frente S. 

aureus 
Figura 48. Halos de inhibición de la fracción E frente 

S. tiphymurium 

Figura 46. Halos de inhibición de la fracción C frente S. 

aureus 
Figura 45. Halos de inhibición de la fracción D frente S. 

aureus 
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Figura 49. Halos de inhibición del control positivo frente S. tiphymurium 

Figura 51. Halos de inhibición del control 

positivo frente a E. faecalis 
Figura 50. Bacterias gram positivas y gram negativas 
suspendidas en caldo tripticasa soya para ser activadas 

y evaluadas en la actividad antimicrobiana 

Figura 52. Repicación en agar Mueller Hinton de los caldos evaluados en el CMI para verificar el 

crecimiento de bacterias a la concentración de 1%, 1,5% y 2% de la fracción D frente a S. typhimurium 
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Figura 55. Lectura de resultados de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) a las 24 horas de 

la fracción D frente a S. typhimurium 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 53. Repicación en agar Mueller Hinton de los caldos evaluados en el CMI para 

verificar el crecimiento de bacterias a la concentración de 1,5% y 2% de la fracción E frente 

a S. aureus 

Figura 54. Evaluación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de la fracción D frente a S. 

typhimurium 
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Figura 57. Comparación de crecimiento 

bacteriano al 1% en la evaluación del CMI de 

las fracciones D y E frente a S. aureus 

Figura 56. Comparación de los controles del 

CMI con la fracción D al 1% frente a S. 

typhimurium 
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F.A 
F.B 

F.C 

F.D 

F.E 

S. aureus 

S. aureus 

S. aureus 

S. aureus 

S. aureus 
S. typhimurium 

S. typhimurium 

S. typhimurium 

S. typhimurium 

S. typhimurium 

Figura 58. Halos de inhibición en el método de difusión en pozo a las 24 horas de las fracciones A, B, C, D y E frente a S. aureus y S. typhimurium 
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