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RESUMEN
El objetivo de la presente investigacion fue demostrar que los extractos del alga
marina “Caulerpa filiformis (Suhr) Hering” presentan actividad antibacteriana
frente a bacterias patdgenas Gram (+) y Gram (-).
Los extractos se obtuvieron por el método de maceracion; los metabolitos
secundarios se identificaron a través del Screening Fitoquimico y reacciones de
coloracion y precipitacion; en los cuales se encontr6 en mayor presencia
Triterpenos y/o esteroles en su composicion.
La actividad antibacteriana se llevd a cabo por el método de difusion en agar
(Pozo), los extractos se diluyeron a concentraciones de 10, 20, 30 y 40% (100, 200,
300 y 400 mg/mL). EI control positivo fue el antibiético Ciprofloxacino a la
concentracion de 5 pg/mL y el control negativo Tween 80 y Metanol puro (85:15).
Se realizaron dos ensayos por extracto y cada ensayo fue por triplicado.
La concentracion del 20% del extracto etandlico resultd ser més eficaz para
bacterias Gram (-) y el etéreo para Gram (+), estos resultados se confirmaron al
determinar el Porcentaje de Inhibicion Relativo (PIR) para cada extracto (54,4%
y 64,2% respectivamente) frente al antibidtico utilizado.
Se concluye que los extractos etéreo y etandlico al 20% poseen mayor efectividad
antibacteriana que el control positivo, esto podria deberse a la presencia de los
metabolitos secundarios presentes en la especie marina (triterpenos y/o esteroles),
abriéndonos asi las puertas para descubrir nuevas alternativas de cémo frenar la
resistencia bacteriana.
Palabras Claves: Actividad antibacteriana, Caulerpa filiformis (Suhr) Hering,

algas marinas, bacterias Gram positivas (+) y Gram negativas (-).
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ABSTRACT
The objective of the present investigation was to demonstrate that the extracts of
the seaweed "Caulerpa filiformis (Suhr) Hering" have antibacterial activity against
pathogenic bacteria Gram positive (+) and Gram negative (-).
The extracts were obtained by the maceration method; the secondary metabolites
were identified through the Phytochemical Screening and coloration and
precipitation reactions, in which Triterpenes and / or sterols were found in their
composition.
The antibacterial activity was carried out by the diffusion method in agar (Well),
the extracts were diluted to concentrations of 10, 20, 30 and 40% (100, 200, 300
and 400 mg / mL). The positive control was the antibiotic Ciprofloxacin at the
concentration of 5 ug / mL and the negative control Tween 80 and pure Methanol
(85:15). Two tests per extract were made and each assay was in triplicate.
The 20% concentration of the ethanolic extract proved to be more effective for
Gram (-) bacteria and the ethereal for Gram (+), these results were confirmed when
determining the Relative Inhibition Percentage (PIR) for each extract (54.4% and
64.2% respectively) compared to the antibiotic used.
It is concluded that the ethereal and ethanolic extracts at 20% have greater
antibacterial effectiveness than the positive control, this could be due to the
presence of the secondary metabolites present in the marine species (triterpenes
and / or sterols), thus opening the doors to discover new alternatives of how to stop
bacterial resistance.
Key Words: Antibacterial activity, Caulerpa filiformis (Suhr) Hering, marine

algae, Gram positive (+) and Gram negative (-) bacteria.
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INTRODUCCION

Antiguamente, la antibiosis de las algas marinas fue ignorada como fuente
potencial de medicamentos. Sin embargo, desde principios de este siglo, las
propiedades antibiéticas de las algas estan siendo estudiadas, probandose que los
extractos de algas marinas funcionan como inhibidores del crecimiento de
bacterias patégenas para el hombre. 12

El recrudecimiento de las afecciones de origen bacteriano, fangico y viral, en los
ultimos afios, ha sido causado no sélo por la aparicion de nuevas enfermedades
sino también por la resistencia adquirida por las distintas cepas microbianas a los
medicamentos tradicionalmente usados.® Esta situacion ha conducido a la
busqueda de nuevos compuestos. Es por ello, que nos vemos en la necesidad de
realizar un estudio que permita evaluar la actividad bioldgica de las algas que
habitan en las costas de nuestra region, logrando identificar los tipos de
compuestos bioactivos a los cuales podemos atribuir su actividad.

Existen aproximadamente 30 000 especies de algas distribuidas en todo el mundo,
produciéndose en lugares donde hay luz y humedad; y se encuentran en mayor
abundancia en el mar?, estas son capaces de producir una increible diversidad de
metabolitos secundarios, que pueden ser utilizados de forma beneficiosa, para el
desarrollo de biofarmacos con una amplia aplicacién medicinal®, demostrando ser
una fuente de amino&cidos, terpenos, florotaninos, esteroides, compuestos
fendlicos, cetonas y alcanos halogenados y polisulfuros ciclicos.®

La produccion de metabolitos secundarios del genero Caulerpa esta asociada
principalmente a la defensa contra organismos herbivoros, ya que suelen sintetizar

sustancias repulsivas y toxicas para evitar ser consumidas. La mayoria de estos
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compuestos incluyen terpenos (Caulerpenina), polifenoles, aminoéacidos vy
compuestos halogenados; los que han demostrado considerable actividad en
diferentes ensayos bioldgicos.” 8

El sesquiterpeno Caulerpenina es el principal metabolito sintetizado por las algas
verdes de este género, el cual juega un papel importante en su defensa quimica.
Este compuesto ha mostrado propiedades antibidticas, efectos citotdxicos en las
células de mamiferos, actividad antiproliferativa e inhibicién de la division celular
en huevos de erizo de mar.8°

En nuestra region las algas marinas por su diversidad y abundancia son un recurso
de gran importancia y una alternativa en la basqueda de nuevas fuentes de agentes
antimicrobianos. Basandonos en estos antecedentes y teniendo en cuenta que en
nuestro pais no se reportan estudios sobre la actividad antibacteriana sobre esta
alga marina, nos planteamos la siguiente pregunta: ¢Presentan efectividad
antibacteriana los extractos del alga marina Caulerpa filiformis (Suhr) Hering que

se recolectaron de la Playa “El Chaco”, provincia de Pisco?



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

1.1. Descripcion de la realidad problematica.
Desde 1928, afio en que Fleming descubri6 la penicilina, se inicia la era de los
antibidticos y desde aquella fecha se ha ido incrementando de manera
progresiva y en forma exponencial la creacion de nuevos farmacos,
especialmente en los paises desarrollados.
En los afios recientes, la produccién de nuevos antibiéticos ha disminuido de
manera considerable por el uso indebido y abusivo de estos farmacos, lo cual
ha ocasionado que estos microorganismos (bacterias, virus, hongos vy
protozoarios) sufran mutaciones, generando mecanismos defensivos, con el fin
de evadir la accion destructiva de estas sustancias. De acuerdo con Elliot TS,
la rapidez con que surgen los microorganismos multirresistentes no es igual a
la velocidad con que surgen nuevos antibiéticos, por lo tanto, se concibe que
pronto no habra nuevos agentes para tratar a pacientes con sepsis graves®,
considerandosele ya como un problema de dimensiones mundiales.
Desde el punto de vista clinico, se considera que una bacteria es sensible a un
antibacteriano cuando la concentracion de éste en el lugar de la infeccion es
al menos 4 veces superior a la concentracion inhibitoria minima (CIM). Una
concentracion por debajo de la CIM califica a la bacteria de resistente y los
valores intermedios de moderadamente sensibles. Los conceptos de
sensibilidad y resistencia son relativos. Cuando ya no se pueden tratar las
infecciones con los antibioticos de primera linea es necesario emplear otros

tipos de farmacos, los cuales muchas veces tienen un alto costo. A mayor
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1.2.

duracion de la enfermedad y del tratamiento (a menudo en el medio
hospitalario) incrementa los costos de la atencidon sanitaria y la carga
econdmica para las familias (sobre todo de menores recursos) y la sociedad.

Es por ello que en los dltimos afios se han buscado nuevas formas de inhibir el
crecimiento de estos microorganismos y, a través de las numerosas
investigaciones que se vienen realizando, se da la posibilidad que las algas
marinas pueden tener metabolitos que actlen disminuyendo el crecimiento
bacteriano, por lo que el objetivo de este trabajo es demostrar que los extractos
obtenidos del alga “Caulerpa filiformis (Suhr) Hering” presentaran actividad
antibacteriana frente a cepas de bacterias patogenas tipificadas, pudiendo ser
usada como una alternativa para combatir las principales infecciones
bacterianas que hay en la actualidad, que cada vez son mas comunes en la
poblacion que no tiene acceso a los sistemas de salud y que son de bajos

recursos.

Formulacion del Problema.
¢Presentan efectividad antibacteriana los extractos del alga marina
“Caulerpa filiformis (Suhr) Hering” que se recolectaran de la playa “El

Chaco” provincia de Pisco?

1.3. Justificacién e importancia

El presente trabajo de investigacion se enfocara en encontrar una alternativa
natural y asequible a las personas que los ayude a combatir las principales

infecciones bacterianas que se dan en la actualidad. Las enfermedades
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bacterianas cada vez son mas comunes en la poblacion de recursos medios y
bajos y no todas pueden acceder a los medicamentos necesarios para combatir
estas enfermedades, pudiendo tener al alcance de la mano una alternativa
natural y efectiva de tratar estas infecciones a causa de bacterias. Es por ello
que se realiza esta investigacion, como un pequefio aporte a la busqueda de
mas metabolitos presentes en el ecosistema marino que nos puedan ayudar a
inhibir el crecimiento bacteriano y formar parte de la solucion a este problema

mundial que viene siendo letal en los paises mas pobres del mundo.

1.4. Objetivos de la Investigacion
e General:
Demostrar que los extractos del alga marina “Caulerpa filiformis (Suhr)
Hering” presentan actividad antibacteriana frente a bacterias patogenas

Gram positivas (+) y Gram negativas (-).

e Especificos:

e Identificar los metabolitos secundarios presentes en el alga marina
“Caulerpa filiformis (Suhr) Hering” a los que se le puede atribuir la
actividad antibacteriana.

e Comparar la efectividad antibacteriana de los extractos obtenidos del
alga marina “Caulerpa filiformis (Suhr) Hering” frente al

Ciprofloxacino (Control positivo).

12



e Establecer cual de los extractos presenta mayor actividad
antibacteriana frente a bacterias patégenas Gram positivas (+) y Gram
negativas (-).

1.5. Hipotesis y variables
Los extractos del alga marina “Caulerpa filiformis (Suhr) Hering” presentan
gran efectividad antibacteriana frente a bacterias patdgenas Gram positivas
(+) y Gram negativas (-).
e Variable independiente:
- Extractos del alga marina “Caulerpa filiformis (Suhr) Hering .
e Variable dependiente:
- Efecto antibacteriano frente a bacterias Gram positivas (+) y Gram

negativas (-).
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CAPITULO I

BASES TEORICAS

2.1. Antecedentes de la Investigacion
La habilidad de las macroalgas para producir metabolitos secundarios de
interés potencial ha sido extensamente documentada. Hasta el 2005, las
macroalgas habian proporcionado casi 3 mil productos naturales,
representando aproximadamente el 20% de los productos naturales marinos
(Blunt et al., 2006) 2.
Estas, al igual que los organismos terrestres, producen metabolitos
secundarios que muchas veces son utilizados como parte de sus estrategias de
supervivencia. No obstante, algunos de ellos no tienen analogos terrestres, ya
que son producidos en condiciones ambientales muy distintas, con altas
fuerzas ionicas, bajos niveles de luz, bajas temperaturas, competencia por
espacio, entre otras. Estas caracteristicas han llevado a los organismos
marinos, incluyendo a las macroalgas, a biosintetizar metabolitos Unicos, que
pueden ser bases para nuevos farmacos (Libes, 1992).1
De acuerdo con Freile-Pelegrin & Morales (2004) estos compuestos pueden
actuar como mecanismos de defensa contra epibiontes y/o para mantener la
capacidad de recuperacion y regeneracion rapida después del dafio
ocasionado por predadores o por abrasion.*®
La habilidad de las macroalgas para producir metabolitos secundarios de
interés potencial ha sido extensamente documentada; existen numerosos
reportes de compuestos con un amplio rango de actividades ecoldgicas y

bioldgicas, aunque muy pocas de ellas son del todo conocidas. Los compuestos
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reportados incluyen compuestos antibacterianos, antivirales, citotdxicos y
antiinflamatorios, entre otros. Los tipos de estructura quimica aislados
incluyen esteroles, isoprenoides y moléculas relacionadas (Del Val et al.,
2001); polisacaridos sulfatados, péptidos ciclicos (con propiedades
farmacoldgicas diversas) y macrélidos (con propiedades antiepifiticas).'*

De todas las macroalgas, las Chlorophyta o algas verdes son los productores
menos prolificos de productos naturales, con menos de 300 compuestos
conocidos y pocos metabolitos secundarios reportados anualmente (Blunt et
al., 2007).% Se sabe que estas algas producen compuestos similares a los de
las algas rojas, principalmente di y sesquiterpenos, pero sin la halogenacién
tipica de las Rodofitas (Fig 1). La caracteristica quimica de Chlorophyta es la
presencia de 1,4-Diaceoxibutadieno, un éster dienolato encontrado en muchos
terpenos de algas verdes. Una gran cantidad de los metabolitos reportados son

compuestos terpénicos (Munro & Blunt, 2005).%6

1,4-diaceoxibutadieno

Figura 1.: Estructuras representativas de las algas verdes - Caulerpenina (a)
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2.2.

La division Chlorophyta, que comprende las algas verdes, constituye otro gran
grupo de macroalgas de interés farmacologico. Estas especies se encuentran
en gran abundancia en los ambientes acuaticos y habitan tanto en aguas dulces
como saladas, encontrandose también en ambientes terrestres (rocas, lodos,
troncos de arboles), contienen los pigmentos Clorofila A y B, B-carotenos y
diversas Xantofilas (es decir, la misma combinacion de las plantas terrestres);
ademas, de ser ricas en acido acrilico, aldehidos y terpenoides (Vidotti &
Rollemberg, 2004; Martinez, N et al., 1966).17 18

Las familias Codiaceae, Udoteaceae y Caulerpaceae, han mostrado una
amplia bioactividad en ensayos farmacoldgicos, aislandose aproximadamente
70 metabolitos secundarios de estas algas (Fenical, W. 1981)°; sin embargo,
hay muy pocos reportes de nuevos metabolitos secundarios en las
chlorophytas, respecto a otras divisiones algales (Martinez, A., 2012).%°

El difenil éter aislado del alga Cladophora fascicularis por diferentes métodos
cromatograficos, constituye el primer ejemplo de este tipo de compuesto
aislado en las algas verdes. Esta sustancia present6 propiedad antinflamatoria
al suprimir la inflamacién causada por la administracion a ratones de una
toxina de serpiente; ademas, fue activo en la inhibicion del crecimiento de
Escherichia coli, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus (EI Gamal, A.
2010).%

Marco Teorico

El mar representa mas del 90% de toda la biosfera y contiene una enorme
biodiversidad; 33 de 34 Phyla animales actuales estan representados en el

medio marino y 13 de ellos son exclusivos de este medio. Esta biodiversidad

16



esta ligada a una gran quimiodiversidad. Durante millones de afios de
evolucion los organismos marinos han desarrollado distintas rutas
metabolicas y complejos mecanismos bioquimicos, incluyendo la produccion
de diversas moléculas con actividad biologica, a las cuales se les ha
denominado metabolitos bioactivos.??

En los ultimos afios se ha incrementado el interés por la busqueda de
compuestos bioactivos en organismos marinos?3, siendo las algas una de las
principales productoras de compuestos bioactivos?*, en algunos casos con
estructuras moleculares no encontradas en otros organismos?® con posibles
usos como antibacterianos, anticancerigenos, cardiotonicos, antivirales,
antitumorales, antiinflamatorios y anticoagulantes entre otros.

Es asi como, en la actualidad, las algas, han atraido la atencion de
investigadores como fuentes de compuestos bioldgicamente activos; sus
propiedades bioldgicas, la diversidad de sus moléculas muchas con
estructuras quimicas complejas y novedosas que resultan dificiles de sintetizar,
asi como el numero de moléculas con efectos similares y/o sinérgicos en un
organismo determinado refuerzan esta tendencia.?’

La produccion de metabolitos secundarios en las especies del género
Caulerpa, estd asociada principalmente a la defensa contra organismos
herbivoros, ya que suelen sintetizar sustancias repulsivas y toxicas para evitar
ser consumidas. La mayoria de estos compuestos incluyen terpenos,
polifenoles, bases aminoacidas, compuestos halogenados y caulerpenina.’
Los diferentes metabolitos encontrados en el alga de este género han

demostrado considerable actividad en diferentes ensayos biologicos,
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encontrandose en algunos casos niveles similares de actividad biologica. El

sesquiterpeno, es el principal metabolito sintetizado por las algas verdes del

género Caulerpa, el cual juega un papel importante en su defensa quimica.?®

29

El compuesto ha mostrado propiedades antibiéticas, efectos citotdxicos en las

células de mamiferos, actividad antiproliferativa e inhibicion de la division

celular en huevos de erizo de mar.% 28

2.2.1. Descripcion morfolégica del Género “Caulerpa”.
Caulerpa es un género que se incluyen dentro de las algas verdes, de la
Familia Caulerpaceae, El término proviene del griego, de caulos (tallo) y
erpo (yo repto).
En el género Caulerpa se observa diversos 6rganos (rizoides, cauloides y
filoides), se caracteriza por presentar talo de organizacion sifonal
(normalmente  no hay tabiques separando células), y talo
seudoparenquimatico formado por sifones cilindricos gruesos y otros
anchos de aspecto laminar cuyas paredes estan conectadas internamente
por trabéculas de xilano. Su pared celular conteniendo diversos
polisacaridos (con variaciones dentro del ciclo biol6gico): xilano, celulosa,
manano y glucano. Ademas, presenta reproduccion asexual con zoosporas
estefanocontas. Es capaz de crecer hasta una longitud de sesenta o cien
centimetros.*
2.2.2. Habitat y ubicacion geografica de la especie “Caulerpa filiformis (Suhr)

Hering”.
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Las especies marinas Caulerpa filiformis (Suhr) Hering y Caulerpa
racemosa constituyen las dos Unicas especies de nuestra flora marina
representantes del género Caulerpa, siendo la primera la mas frecuente y
conspicua. El area de distribucion de Caulerpa filiformis es global tropical
a subtropical en el Perd es como sigue: Islas Lobos de Afuera
(Lambayeque), Sechura, Matacaballo, Parachique, Paita y Mancora
(Piura).!
Caulerpa filiformis es comun en el norte del Perd. A nivel mundial ha sido
registrada en las costas este y oeste de Sudéfrica, India Subcontinental e
India Oceanica.?
Su gran abundancia se debe al tipo de reproduccion (asexual) del género.
Ademas, cuando el alga es arrancada, cada uno de los fragmentos puede
readherirse al sustrato y regenerar en una nueva planta. Crece hasta los 20
m de profundidad, dependiendo de la claridad de las aguas y disponibilidad
de luz.33
2.2.3. Cepas bacterianas utilizadas en el estudio
2.2.3.1. Bacterias Gram — Positivas
2.2.3.1.1. Bacillus cereus (ATCC 11778)
Bacillus cereus es un microorganismo gram-positivo, posee forma de
baston alargado, es aerobio facultativo y formador de esporas, pero
estas no son liberadas del esporangio. Crece en condiciones de
oxigeno normales. No crece por debajo de 4,4 °C y se destruye por
cocinado normal, pero las esporas al ser termorresistente pueden

sobrevivir. Se puede encontrar en el suelo, polvo y especias. Bacillus
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cereus produce dos enterotoxinas durante su crecimiento
exponencial: la toxina diarreica y la toxina emética que dan lugar a
dos formas clinicas distintas de intoxicacién alimentaria.®* 3
2.2.3.1.2. Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
Los integrantes del género Staphylococcus, son cocos Gram positivos
de 0,5 — 1,5 um de didmetro,® distribuido en grupos irregulares a
manera de racimos; posee un alto grado de patogenicidad y es
responsable de una amplia gama de enfermedades. Son inmdviles,
facultativamente anaerobios. Produce lesiones superficiales de la piel
y abscesos localizados en otros sitios. Causa infecciones del sistema
nervioso central e infecciones profundas como osteomielitis y
endocarditis; infecciones respiratorias como neumonia, infecciones
del tracto urinario y es la principal causa de infecciones
nosocomiales; el 40 a 50% de los seres humanos aproximadamente
son portadores nasales de Staphylococcus aureus, estas se encuentran
en las ropas personales de cama o de ambientes humanos. En la
actualidad las cepas de Staphylococcus aureus, tienen un amplio
rango de resistencia a los antibioticos y se pueden encontrar cepas
resistentes.3* 36
2.2.3.2. Bacterias Gram — Negativas
2.2.3.2.1. Escherichia coli (ATCC 25922)
Escherichia coli es un bacilo gram-negativo, anaerobio facultativo
de la familia Enterobacteriaceae. Esta bacteria coloniza el intestino

del hombre pocas horas después del nacimiento y se le considera un
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microorganismo de flora normal, pero hay cepas que pueden ser
patdgenas y causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos,
entre ellos diarrea.®’

Producen una potente toxina y puede ocasionar enfermedades
graves como el sindrome urémico hemolitico y puede causar
infecciones intestinales y extraintestinales generalmente graves,
tales como infecciones del aparato excretor, cistitis, meningitis,
peritonitis, mastitis, septicemia y neumonia.3* 38

2.2.3.2.2. Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603)
Es un bacilo gram-negativo, catalasa positiva, oxidasa negativa, se
encapsula, es decir, una capa de polisacarido que esta presente
fuera de la pared celular de la bacteria; es un anaerobio facultativo
y tiene una caracteristica: de ser tanto aerébica como anaerobica,
dependiendo de la situacion. Es un microrganismo patégeno,
oportunista, colonizador de la piel y mucosas de pacientes
hospitalizados que pueden presentar infecciones invasoras como
bacteriemias o septicemias. Esta bacteria es uno de los principales
microorganismos causantes de infecciones intrahospitalarias. Esta
Klebsiella pneumoniae es muy dificil de tratar.®®
2.2.3.2.3. Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853)

Son bastoncillos aerobios gram-negativos, aerobios estrictos,
oxidasa positiva, no fermenta la glucosa; forman colonias lisas
redondas de color verdosa, tiene como habitat el agua, asi como los

ambientes himedos de los hospitales, produce enfermedades por sus
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propiedades invasivas Yy toxigénicas. Presentan una gran
susceptibilidad a las infecciones por este microorganismo los
lactantes y prematuros, pacientes quemados y los que han sufrido
intervenciones quirdrgicas o diagndsticas. La Pseudomona
aeruginosa causa infecciones de heridas (donde origina una pus
verde — azuloso de donde proviene su nombre comun bacilo
piocianico), meningitis, septicemia, infecciones urinarias,
neumonia, cistitis, conjuntivitis, etc. Es muy resistente a los
antibiéticos.®°
2.2.3.2.4. Shigella dysenteriae (ATCC 13313)

Las shigelas son bacilos gram-negativos delgados, las formas
cocobacilares se presentan en cultivos jovenes. Su habitat natural
esta limitado al tubo digestivo de seres humanos y otros primates
donde producen disenteria bacilar. Son anaerobios facultativos,
pero se multiplican mejor en condiciones aerdbicas. Las colonias
convexas, circulares, transparentes con bordes intactos alcanzan un
diametro de casi 2 mm en 24 h. Todas fermentan glucosa, con
excepcion de Shigella sonnei. Esto las distingue en los medios
diferenciadores. Forman &cidos a partir de hidratos de carbono,

pero pocas veces producen gas.3®

2.2.4. Farmaco utilizado en el ensayo.

2.2.4.1. Ciprofloxacino®
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Es uno de los derivados de las fluoroquinolonas mas potentes. Es
bactericida y tiene un amplio espectro extendido contra la mayoria de
las bacterias aerObicas gram-negativas, incluso Pseudomonas,
Chlamydia trachomatis, Hemophilus, Neisseria y contra bacterias
aerdbicas gram-positivas, incluso los estafilococos productores de
penicilinasas y los resistentes a la meticilina, S. pneunoniae es
susceptible a las concentraciones mayores de ciprofloxacino.
Farmacocinética: Se absorbe muy bien después de su administracion
oral y se distribuye de manera extensa en los tejidos del cuerpo. Su
concentracion sérica maxima se alcanza en las primeras 3 horas
después de una dosis oral de 400 mg. Los alimentos no modifican la
absorcién oral, pero aumentan el intervalo que transcurren hasta
alcanzar la concentracion sérica maxima. La semivida sérica es de 3 a
4 horas. El volumen de distribucién es elevado y se ha detectado
ciprofloxacino en leche materna humana. Se elimina a traves de los
rifiones.

Farmacodinamia: EIl ciprofloxacino tiene un amplio espectro de
actividad antibacteriana frente a gérmenes patégenos aerobios gram-
positivos y gram-negativos.

El ciprofloxacino inhibe la sintesis bacteriana del acido
desoxirribonucleico y es bactericida. A causa de su potente actividad,
es activo frente a organismos que son resistentes al acido nalidixico,

oxonilico y pipemidico, cinoxacina y compuestos relacionados.
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Indicaciones terapéuticas: Tratamiento de las infecciones del tracto
urinario superior e inferior, incluyendo cistitis, pielitis y cistopielitis,
causadas por bacterias sensibles. Tratamiento de la prostatitis,
tratamiento de ETS como gonorrea y chancroide. Tratamiento de
infecciones digestivas causadas por microorganismos sensibles al

ciprofloxacino.

2.2.5. Pruebas de susceptibilidad in vitro.*! 42
Esta se refiere a los experimentos que se hacen con indculos de
microorganismos en medios de cultivo sélidos y semisélidos como el agar
o liquidos como el caldo nutritivo, esto ensayos se realizan en el laboratorio
y permiten medir la susceptibilidad de microorganismos patégenos y
fitopatdgenos frente a una sustancia o la mezcla de sustancias desconocidas
de origen vegetal con potencial antimicrobiano. La evaluacién de la
eficacia antimicrobiana se realiza determinando la inhibicion del
crecimiento microbiano. Existen técnicas para evaluar los antimicrobianos
como: métodos de difusion en agar, métodos de dilucién, entre otros.
2.2.5.1. Método de difusion en Agar.4% 42
Se basa fundamentalmente en incorporar al medio de cultivo el
antibiético o el microorganismo en concentracién conocida para que
luego de solidificarse el medio se adicione la contraparte, luego incubar
a temperatura y tiempo determinados, finalizado el periodo de
incubacion, observar la inhibicion de crecimiento o halos de inhibicion

segln la técnica utilizada. Esta técnica también abarca el llamado,
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método de difusion o de discos de papel y el llamado método de difusion
en placa excavada. Las ventajas de los métodos de difusion son que
utilizan una pequefia cantidad de la muestra a evaluar y ofrecen la
posibilidad de ensayar varias sustancias o concentraciones en un mismo
organismo.
2.2.5.2. Meétodo de dilucion

También llamado turbidimétrico, consiste en hacer diluciones seriadas
del extracto en pg/mL en caldo de cultivo con una suspension calibrada
del microorganismo y se incuban a temperatura y tiempo determinados,
finalizado el periodo de incubacion, los tubos se examinan visualmente

para comprobar la existencia o no de la turbidez.** 42

2.3. Marco Conceptual

e Caulerpa filiformis (Suhr) Hering: Especie de la familia Caulerpaceae que
se distribuye a través de las costas de América del Sur. Presenta una gran
variedad de especies, las mismas han sido poco estudiadas o permanecen
aun por descubrir.

e Bacterias: Son organismos unicelulares microscopicos, que prosperan en
ambientes diversos. Pueden vivir en el suelo, en el océano y en el interior
del intestino humano. Estas son procariotas.

e Actividad antibacteriana: Método por el cual se demuestra la efectividad
de un metabolito o principio activo frente a una bacteria u organismo

patdgeno, disminuyendo su proliferacion.
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e Bioseguridad: Conjunto de medidas preventivas para proteger la salud y
la seguridad humana y del ambiente, frente a diferentes riesgos producidos
por agentes bioldgicos, fisicos, quimicos o mecénico.

e Antibidtico: Agente bioldgico o quimico que inhibe el crecimiento de los
microorganismos.

e Escala de Mc. Farland: Estandar de turbidez de sulfato de bario. La escala
usada para el indculo de las pruebas de susceptibilidad por el método de
disco difusion es 0.5.

e Concentracion Inhibitoria Minima (CMI): Corresponde a la
concentracion mas débil de un antibiotico capaz de inhibir el crecimiento
visible de una cepa bacteriana al cabo de 18 — 24 horas de incubacion.

e Medios de cultivo: Medio artificial de sustancias nutritivas, que puede ser
solido, semisdlido o liquido, necesarias para el crecimiento y multiplicacion
bacteriana in vitro.

e Gram positivas: aquellas bacterias que se tifien de azul oscuro o violeta
por la tincién de gram. Esta caracteristica quimica esta intimamente ligada
a la estructura de la envoltura celular, por lo que refleja un tipo natural de
organizacién bacteriana

e Gram negativas: aquellas bacterias que no se tifien de azul oscuro o
de violeta por la tincién de Gram, y lo hacen de un color rosado tenue: de
ahi el nombre. Esta caracteristica estd intimamente ligada a la
estructura didérmica dada por la envoltura celular, pues presenta doble
membrana celular (una externa y la otra citoplasmatica), lo que refleja un

tipo natural de organizacion bacteriana.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA
3.1. Materiales, equipos y reactivos
e Material biologico:
- Alga marina: “Caulerpa filiformis (Suhr) Hering .
- Bacterias Gram positivos (+)
» Bacillus cereus (ATCC 11778)
» Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
- Bacterias Gram negativos (-)
» Echerichia coli (ATCC 25922)
» Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603)
» Pseudomona aureginosa (ATCC 27853)
» Shiguella dysenteriae (ATCC 13313).
e Medios de cultivo:
- Caldo BHI (Infusion Cerebro Corazon)
- Agar Miiller Hinton
e Materiales
- Los necesarios para la realizacion de la investigacion.
e Equipos:

- Agitador VORTEX IKA Genios 3
- Plancha Calefactora con agitador magnético
- Cabina de Seguridad Biologica Clase 11, Tipo A2 ESCO.

- Refrigeradora
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- Sonicador

- Espectrofotdmetro (marca UNICO-UV 2100).

- Evaporador rotatorio (BUCHI).

- Balanza Analitica (marca SARTORIUS).

- Balanza digital

- Equipo de Bafio Maria.

- Estufa BINDER, modelo BD.

- Autoclave (marca GREET MED MODELO YX -280 D).

- Incubadora PRECISION SCIENTIFIC THELCO Modelo 2.

- Micropipeta DRAGON LAB. VOL. Variable 10 pL — 100 pL,

Reactivos y solventes:

- Ciprofloxacino 5 pg/mL.

- Etanol 96°

- Eter de petroleo 30° - 60°.
- Agua destilada.

- Tween 80.

- Solucién Salina Fisiologica.
- Alcohol medicinal 70°.

- BaCl..

- H2S04 cc.

- Reactivo de Dragendorff.

- Reactivo de Kedde.
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- Reactivo de Mayer.
- Reactivo de Wagner
- Reactivo de Liebermann-Burchard
- Reactivo de Arnow
- Reactivo de Baljet
-y demés utilizados para realizar las reacciones de coloracion e
identificacion
e Otros
- Algodén
- Guantes quirurgicos
- Gafas protectoras
- Mascarilla N 95
- Papel Krafts
- Viales
- Jeringas
- Tuberculinas
- Gorro protector

- Ron de quemar

3.2. Recoleccion y secado del alga marina.

3.2.1. Recoleccidn del material vegetal

Para la presente investigacion, se recolecto e/ alga marina “Caulerpa
filiformis (Suhr) Hering” proveniente de la playa “El chaco” (bahia de

Paracas — Pisco), aprovechando las horas de marea baja, durante los meses

29



de verano (Enero a Marzo 2018). Estas se lavaron con agua de mar para
remover el exceso de arena y organismos epifitos. Se colocé en bolsas de
plastico para drenar el exceso de agua por gravedad. Posteriormente

fueron transportadas para su secado a la ciudad de Ica.

Figura 2. Alga “Caulerpa filiformis (Suhr) Hering”

3.2.2. Secado y conservacion de la muestra
Parte de la muestra fue separada y debidamente tratada. Posteriormente se
seleccionaron las algas en buen estado, separando de forma manual las
deterioradas, manchadas y/o contaminadas. Para luego secarlas por un
periodo de 30 dias (bajo sombra), obteniéndose aproximadamente 10 Kg de
alga seca.

3.2.3. Clasificacion Taxondmica.
Como resultado de la clasificacion taxondmica, segin el sistema
Clasificacion de Guiry, M. D. & Guiry, G. M. (2014) y determinado por el

Blgo. Mario Benavente Palacios del Museo de Historia Natural de la
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Universidad Nacional Mayor de San Marcos, la muestra vegetal tiene la
siguiente clasificacion taxonomica.
DIVISION: CHLOROPHYTA
CLASE: ULVOPHYCEAE
ORDEN: BRYOPSIDALES
FAMILIA: CAULERPACEAE
GENERO: Caulerpa
ESPECIE: Caulerpa filiformis (Suhr) Hering.
Nombre vulgar: “Caulerpa”.
3.2.4. Obtencion de los extractos: etéreo y etandlico.

Los extractos etéreo y etanolico se obtuvieron del alga seca y triturada de

la siguiente manera:

v Extracto de éter de petréleo: Se maceré en un envase de vidrio opaco
de 4000 mL, (se colocoé 50 g de alga seca y 2000 mL de éter de
petroleo), durante 7 dias. Posteriormente se filtré y se llevd a
concentrar a un evaporador rotatorio (BUCHI) a presién reducida,
hasta sequedad, a una temperatura de 25 °C.

v' Extracto etandlico: Se utilizo el marco de la extraccion de éter de
petroleo (los 50 g del alga utilizada anteriormente y 2000 mL de etanol
de 96°), durante 7 dias. Posteriormente se filtr6 y se llevo a concentrar
a un evaporador rotatorio (BUCHI) a presion reducida, hasta
sequedad, a una temperatura de 45 °C.

Se obtuvo 10 g del extracto seco de éter de petroleo y 8 g de extracto

seco de etanol, de color verde oscuro, estos fueron utilizados en la

31



marcha fitoquimica y la preparacion de las distintas concentraciones
para la actividad antibacteriana.
3.2.5. Screening fitoquimico?:
Consiste en la extraccion de metabolitos secundarios con solventes
apropiados y la aplicacion de las reacciones de coloracién y precipitacion,
orientada a la determinacién cualitativa de los grupos de constituyentes
quimicos presentes en el extracto.
Para la determinacion cualitativa de los principales grupos de
constituyentes quimicos presentes en el extracto, se realizd6 una marcha
fitoquimica con solventes apropiados y la aplicacion de reacciones de
coloracion, obteniéndose 6 fracciones denominadas A, B, C, D, Ey F.
Obtencion de Fracciones:
A partir de extracto etandlico obtenido se separd la fraccion A,
aproximadamente 2 g para efectuar las reacciones e identificacion y el resto
se extrae con HCL al 1%, se filtra y se obtiene dos partes:
e Insoluble: se lavé hasta pH neutro con agua destilada seguidamente se
disolvié con 5 ml de diclorometano, se seco con sulfato de sodio anhidro,

se filtrg, este filtrado constituye la Fraccion B.

e Solucion Acida: se filtrd y se alcaliniz con amoniaco y se extrajo con

diclorometano obteniéndose 2 fases:

1. FASE DICLOROMETANICA: se lav6 con 10 ml de agua destilada,
luego la fase diclorometénica se sec6 con sulfato de sodio anhidro,

filtramos y se obtuvo la Fraccion C.
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2. FASE ACUOSA: se saturd con 5 g de sulfato de sodio anhidro y se
extrajo con diclorometano: etanol (3:2). Se obtuvo 2 fases:

e Fase Organica (diclorometanicaetanolica): se lavo con solucion de
sulfato de sodio anhidro, reuniendo las fases acuosas. Seguidamente
la fase organica se deshidrat6 con un gramo de sulfato de sodio
anhidro, se filtro, y esto constituyé la Fraccion D.

e Fase Acuosa: a éste se adiciono los residuos acuosos obtenidos del
lavado de la fase organica esto constituyo la Fraccion E.

3.2.5.1. Deteccion de grupos funcionales y metabolitos secundarios.

Separadas las fracciones se procedio a realizar sobre estas reacciones

de coloracion o precipitacion para identificar grupos funcionales y

metabolitos secundario.

FRACCION A

Deteccion de Taninos:

- Reaccion de Gelatina- sal: Se vierte 0,5 mL de extracto sobre 5 mL
de solucion de NaCl 5%, gelatina 1% y gelatina-sal la precipitacién
con este ultimo reactivo o con ambos el 1° y 2° es indicativo de la
presencia de taninos, si solamente ocurre con el 1°, podria ser un falso
positivo.

- Reaccion de Cloruro Férrico: En un tubo de ensayo se colocd 0.5 mL
de la Fraccion Ay se le agreg6 una gota de solucion acuosa de FeCl3
1%. La reaccion es positiva cuando aparecen colores azul-negro,

verde o azul verdoso.
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Deteccion de Aminoéacidos:

- Reaccion de Ninhidrina: Sobre tiras de papel de filtro se coloca con
una pipeta capilar:
= Una gota de Fraccion A + una gota del reactivo Ninhidrina al 2%.
= Blanco: Solucién etandlica de ninhidrina al 2%.
= Testigo: una gota de solucion de metionina 5%.

Luego del secado a temperatura ambiente las tiras de papel se
colocan en la estufa a 110 - 120°C hasta la aparicion de un color en
el blanco. Se compara con la mancha azul violacea de la solucién
testigo.

La reaccion es positiva si el papel de la muestra presenta un color
azul violaceo.

Deteccion de Flavonoides:

- Reaccion de Shinoda: En una placa se vertieron 3 gotas de la
Fraccion A, 5 limaduras de Mg, y 2 gotas de HCI concentrado. La
reaccion es positiva cuando aparecen tonos de color rojo, anaranjado
y violeta.

FRACCION B

Deteccidn de Triterpenoides y/o Esteroides:

- Reaccion de Liebermann Burchard: Sobre 1 mL de la Fraccion se
vertieron 5 gotas de acido acético y 3 mL de anhidrido acético/acido
sulfurico (50:1). La reaccion es positiva si aparecen colores verdes,

azul verdoso (vias rojo o azul).
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Deteccion de Antraguinonas:

- Reaccion de Borntrager: Sobre el resto de la Fraccion B se agregan
5 mL de NaOH 5% y se agita suavemente. La reaccion es positiva si
la fase acuosa toma un color rojo.

FRACCION C

Deteccion de Esteroides y/o Triterpenoides:

- Reaccion de Liebermann Burchard

Deteccion de Cardenolidos:

- Reaccion de Kedde: Solucion A: acido 3,5-dinitrobenzoico 2% en
metanol. B: Hidroxido de potasio 5.7% en agua. Mezclar a + b,
volumenes iguales esto constituye el reactivo (R). Colocar en un tubo
de ensayo 1mg de muestra + 2 gotas del reactivo. Si la reaccion es
positiva se formara un color pdrpura o violaceo.

Deteccion de Alcaloides:

El resto de la Fraccion C se evapora a sequedad y luego se agrega 2

mL de HCI 1%, filtrar. Se realizan las reacciones de precipitacion, de

Dragendorff, Mayer, Hager, Wagner. La reaccion es positiva si

aparece un precipitado.

FRACCION D

Se evaporé a sequedad y luego se agregd 2,5 mL de etanol,

efectuandose las siguientes reacciones:

Deteccion de Flavonoides:
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- Reaccion de Shinoda

Deteccion de Leucoantocianidinas y catequinas:

- Reaccion de Rosenheim: A 0,2 mL de la Fraccion D se agreg6 0,1
mL de HCI concentrado, se calienta durante 10 minutos a 100°C, se
enfriay se adiciona 2 mL de agua y 0,4 mL de alcohol amilico, agitar
y observar el color en la fase amilica. La reaccion se considera
positiva si aparece un color que va desde el rosado débil hasta
carmesi oscuro. Si es rojo indica presencia de antocianidinas. Si es
marron indica presencia de catequinas.

Deteccion de Cardenolidos:

- Reaccion de Kedde

Deteccion de Esteroides y/o Triterpenoides:

- Reaccion de Liebermann Burchard.

Deteccion de Alcaloides:

- Reaccion de Mayer, Dragendorff, Hager y Wagner

FRACCION E

Deteccion de Flavonoides:

- Reaccion de Shinoda.

Deteccion de Leucoantocianidinas:

- Reaccion de Rosenheim

FRACCION F

Deteccion de Saponinas:

- Prueba de espumas.

36



[ Muestra seca y molida 5o g. ]

Taninos
R Gelatina 2000mL. de etanol, macersr 7 dias &
temperstura ambiente., filtrary lavar con etanal
R FeCl;
FraccionA
Extracto
pe #
Aminodcidos etandlico
R. de ninhidrina
HO 2l 15 (2x20ml)
Flavonoides I
R shinoda Insoluble Solucion acida
Fitrar, aceinzar con
Lavar con H:O, secar. agregar Ny extrser con CH:Cl
5 ml. de CH; Ci;, | fitrar, secar 2x15mL)
(N8:SO4). Bevar 8 5 mL )

Fraccion B

Fase orgdnica 1 Fase acuosa

Esteroides

R Liebermann Burchard

Secar  (Na:SO.)
fitrar

Saturar con Na:SO. (0.1 g
de sal snhdrs) extraer

Fraccion C con
Evaporar 3 CH:CIEIOH (3:2),
i sequedad + 2
Cardenolidos mL. HCl 1%,
filtrar
R. Kedde Evaporacin
g — 4 ML,
Esteroides *2 mL CHCy Fase orgdnica 2 w——
R Liebermann Filtrado remanente
Secar Na;SO, fizrar
Fraccion D
Disolver en 2m| de EtOH [ Fraccion E ]
I CHCl3 | HCI 1% Flavonoides
Flavonoides Leucoantocianidinas Cardenclidos Estercides, Alealoides
Leucoantocianidinas
Triterpencs R. Mayer
R Rosenhem
R Wagner
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Figura 3. Flujograma del Screening fitoquimico de “Caulerpa filiformis
(Suhr) Hering”
3.2.6. Identificacion de los metabolitos secundarios para el extracto etéreo**:

e Taninos
En dos tubos de ensayos, se colocaron 0,5 g del extracto y 1 mL de
solucién de gelatina-sal (solucion de gelatina al 1% en NaCl al 10%). en
el primer tubo se afiadié 0,5 mL del reactivo gelatina-sal y el segundo tubo
sirvio como control. La formacion de un precipitado indicara la presencia
de taninos.

e Polifenoles
La deteccion de polifenoles, se llevé a cabo evaporando a sequedad el
extracto crudo, el cual se retomé en agua destilada y se filtro.
Seguidamente, el extracto filtrado se hizo reaccionar con una solucion de
cloruro de hierro (I11) al 1 %. La prueba de polifenoles se considerara
positiva por el cambio de la solucion a una coloracion verde, azul o parda.

e Flavonoides
A 1 mL del extracto disuelto, se le agregd 0,5 g de virutas de Mg y, HCI
concentrado gota a gota, hasta que termind el desprendimiento de
hidrogeno y durante 10 minutos se observaran cambios de color en la
solucion. La aparicion de una coloracion amarilla a roja positiva nos
indicard presencia de flavonoides.

¢ Glicdsidos Cianogénicos y Cardiotonicos
La presencia de glicosidos cianogénicos se detectard afiadiendo al

material fresco macerado unas gotas de cloroformo y calentando entre 50
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a 70°% en un tubo de ensayo cerrado; los vapores seran puestos en
contacto con un papel de filtro impregnado en una solucion al 1% de
Acido Picrico en Carbonato de Sodio al 10%.
Los compuestos cianogenicos se identificaran por la aparicion de una
mancha roja sobre el papel de filtro.
Los glicosidos cardiotonicos se detectaron por la reaccion con una mezcla
1:1 recién preparada, de Acido 3,5- Dinitrobenzoico (2%) y KOH (0,5
mol-L-1). La presencia de los glicésidos cardiotonicos sera detectada por
la aparicion de un color rojo violeta.

e Cumarinas
El extracto crudo se disolvera en etanol, y se taparé con un papel de filtro
impregnado en una solucién diluida de NaOH; posteriormente, se llevara
a bafio maria a 100°c por algunos minutos. Transcurrido este tiempo, se
removera el papel filtro y se observara bajo la luz UV. Una fluorescencia
amarilla observada en el papel de filtro sera el indicativo para la
presencia de cumarinas.

e Antraquinonas
Los extractos crudos se extraeran con KOH (0,5 mol-L-1); luego, seran
filtrados y acidificados con &cido acético, y después, la solucion
preparada se agitara con benceno. La aparicion de una coloracion roja
en las capas organicas al alcalinizar con Hidroxido de Amonio
demostrara la presencia de antraquinonas.

e Metilencetonas
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El extracto crudo se disolvera en agua destilada, se filtrard y luego sera
tratado con el Reactivo de Baljet (mezcla de 1:1 de 1 g de Acido Picrico
en 25 mL de etanol y 2 g de NaOH en 25 mL de agua). La aparicion de
una coloracion roja nos indicara la presencia de metilencetonas.

e Alcaloides
El extracto casi seco se retomara con HCI al 10% y se agitard con
cloroformo. EIl empleo del solvente poco polar permitira la separacion de
la sal formada de los compuestos organicos presentes. La fase acuosa,
luego de alcalinizada, se extraerd con cloroformo. Las dos fases se
analizaran por separado con el Reactivo de Meyer (Tetrayodomercuriato
de potasio), de Dragendorff (Tetrayodobismutato de potasio), o Acido
Yodoplatinico, el cual permitira detectar los alcaloides débilmente
bésicos, bésicos y sales cuaternarias de amonio. La aparicion de un
precipitado marrén-rojizo sera el indicativo para la deteccion de
alcaloides.

e Saponinas
Se utilizaron aproximadamente 0,5 g del extracto crudo y se transvaso a
un tubo de ensayo con 2 mL de agua destilada. Posteriormente, la mezcla
se agito vigorosamente durante 30 segundos. La Presencia de saponinas
sera positiva cuando aparezca una espuma persistente durante 10
minutos, en una zona de 3 cm por encima de la superficie del liquido.

e Esteroles Insaturados y Triterpenos Pentaciclicos
Una parte del crudo total se hidrolizara con HCI al 10%, luego el

hidrolizado se concentrara y se extraera con cloroformo. Tanto el crudo
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como el extracto organico proveniente de la hidrolisis, se analizaran para
esteroles y triterpenos empleando el reactivo de Liebermann-Burchard (1
gota de acido sulfurico a 1 mL de cloroformo), una coloracién azul o
verdosa nos indicard la presencia de esteroles. Mientras que la
produccion de una coloracion roja o violeta se considerara positiva para
triterpenos.
e Fenilpropanoides

Una pequefia cantidad del extracto crudo se disolvera en etanol y se
afiadira 1 mL de la solucién del extracto etandlico en tres tubos de ensayo.
El primer tubo servird como patrén de comparacién, al segundo se le
afiadird 2 mL de HCI 0,5 mol-L-1, 2 mL de la solucion acuosa de Nitrito
de sodio al 10% (Reactivo de Arnow) y 2 mL de la solucién acuosa de
NaOH 2 mol-L-1, y, en el tercer tubo, se le adicionaran todos los reactivos
sin la muestra, que también servirdn como testigo para la comparacion
ante los cambios de coloracion. Al haber presencia de fenilpropanoides,
el Reactivo de Arnow muestrara una coloracién naranja y después de la
adicion del NaOH cambiara a un rosado purpura, lo que se considera

positivo para esta prueba.

3.3. Estudio Microbiolégico®:
Se realizd en el laboratorio de Andlisis Clinicos y Microbiol6gicos de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica. Para el presente estudio, las cepas
bacterianas fueron proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional “San Luis

Gonzaga” de Ica.
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Se utilizaron como principales medios de crecimiento y cultivo el Agar Meller

Hinton y el caldo BHI (Infusion Cerebro Corazon) que describimos a

continuacion:

3.3.1.

Agar Mueller Hinton (AMH): Medio de cultivo nutritivo no selectivo que
promueve el desarrollo microbiano. Por su composicion ha sido
recomendado por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
antiguamente llamado National Commitee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) para utilizarlos en los antibiogramas en medio sélido.
Caldo BHI (Brain Heart Infusion): Infusion Cerebro Corazén, es un
medio liquido de enriquecimiento (contiene infusiones de tejidos de cerebro
y corazén, ademas de peptonas que suministran proteinas) indicado para el
cultivo de una gran variedad de microorganismos exigente
nutricionalmente, tanto aerobios como anaerobios, asi como de hongos y

levaduras, tanto de muestras clinicas como no clinicas.

Preparacion de medios, cepas y concentracion de los extractos®*:

a) Preparacion de las concentraciones de los extractos:
El extracto seco se pesO para cada una de las concentraciones en una
balanza analitica (Sartorius). Se pesaron por separado el extracto de
alta polaridad y el extracto de baja polaridad. Las dos muestras se
mezclaron con Tween 80 y se completd con metanol puro. Para su mejor
homogenizacion se llevo al ultrasonido.
Los extractos de etanol y éter de petroleo se diluyeron a las
concentraciones de 100 mg/mL (10%), 200mg/mL (20%), 300 mg/mL

(30%) y 400 mg/mL (40%).
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Para el control positivo se utiliz6 el medicamento comercial
Ciprofloxacino en la concentracion de 5 pg/mL.
Para el control negativo se diluyd Metanol Puro + Tween 80 en la

proporcidn 85:15 respectivamente para ambos extractos.

b) Preparacion de los medios de cultivo3* 41

Todos los materiales de vidrio utilizados se envolvieron con papel Kraft
y fueron llevados a la caAmara de secado (esterilizadora), en donde se les
dejo a la T° de 180°C por un tiempo de 120 minutos, concluido este
proceso estaban estériles y listos para la preparacion de los medios.

Se disolvié la cantidad requerida del medio de cultivo (polvo) en gramos
por litro de agua destilada. Luego se mezclo hasta uniformizar. Se
calenté agitando frecuentemente unos minutos hasta que se disolvio, se
distribuyé en frascos Boeco de aproximadamente 250 mL, se llevo a
autoclave 30 minutos a 121°C, a 15 Ib de presion.

Replicacion de las cepas madres3* 4:

Para el proceso de réplica (trasplante) de todas las cepas puras, se
utilizé el método de siembra por “Agitacion”, utilizando para esto el
caldo BHI (Infusion Cerebro Corazon) preparado previamente, se
distribuyo la cantidad de 5 mL aprox. en tubos de ensayo esterilizados.

Se incubara durante 24 horas a 37°C.
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Figura 4: Flujograma de la replicacion de las cepas madres a las cepas

9

A

Esterilizar el asa

Cultivo bacteriano (ce
“siembra por estrias

io

bacterianas.

Cepa bacteriana madre
Se realiza un pequeio raspado
parala siembra entubo.

Cepa bacteriana en BHI
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d) Preparacion del Inéculo bacteriano.3* 4

En tubos de ensayo con 9 mL de solucion fisioldgica estéril, se coloco el
indculo de cada microorganismo ajustandolo al patron de turbidez N° 5
de la Escala de Mac Farland, turbidez que corresponde a 1,5 x
108UFC/mL.

Luego se tomd con una jeringa estéril de 20 mL del medio Agar Mueller
Hinton de los frascos Boeco y se colocd en los tubos de tapa rosca para
finalmente incorporar 1 mL (1000 pL) de cada in6culo microbiano
estandarizado, se mantuvo a una temperatura de 37°C.

Figura 5. Flujograma del sembrado de la bacteria.

‘ Se vierten sml de la solucién |

\ Cumparacmn X

Solucién salina Rephca | Tubo Mac Farland N°5

fisiologica.

3.4. Método de difusion en Agar (Pozo).3* 4
Principio: Este método se fundamenta en la dilucion del extracto en medio
solido, en zonas alrededor de la excavacion a una extension tal que le permitira
inhibir el crecimiento de los microrganismos sensibles.

Técnica: Se procedio de la siguiente manera:
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Se agitd por rotacion cada tubo con el medio Mueller Hinton inoculado, y se
vertio en una placa petri vacia estéril, dejandolo solidificar a temperatura
ambiente. Se realizd con un sacabocado estéril pozos de acuerdo al nimero de
diluciones a ensayar, el diametro de cada pozo fue de 6 mm, el control negativo
y el control positivo. Se coloco en cada pozo 25 ulL, de las diluciones de los
extractos, del control negativo y control positivo, previamente se sellé cada
pozo con 10 uL de agar. Luego se llevo a incubacion a 37 °C durante 16 a 18
horas. Transcurrido el tiempo se leen los halos de inhibicion de crecimiento
bacteriano. Fueron dos ensayos para cada extracto y se realizo por triplicado,
en cc de 100, 200, 300 y 400 mg/mL (10%, 20%, 30% y 40%). 5

Figura 6. Flujograma del Método de Difusion en Agar.

N\ N\

Se agreg6 1 mL de la Se vertio a una placa
réplica bacteriana Petri esteril

Réplica comparada con
el Tubo Mac Farland N° 5

| Cepa bacteriana en Agar
Miiller Hinton a 45° C

‘ Placa Petri con los hoyos
equidistantes de 6 mm. |

| Se incuban a37°C
durante 24 horas

Placa Petri con el extracto a
diferentes concentraciones
mas C*y C-

inhibicion en unidades de

’ Medicion de los halos de
medida milimetro.
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3.4.1. Porcentaje de Inhibicién Relativa (PIR).34 41

Para determinar del Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR), se utilizaron
los resultados obtenidos por los extractos frente a los obtenidos por el

antibiotico Ciprofloxacino en la concentracion de 5 pg/mL.

X100

PIR (%) =

A= Promedio del diametro del halo de inhibicion de la muestra.

B= Promedio del diametro del halo de inhibicion del antibiético.
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CAPITULO IV

4.1. RESULTADOS

4.1.1. SCREENING FITOQUIMICO

Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes en el extracto etanolico obtenido a

partir del alga Caulerpa Filiformis (Suhr) Hering.

FRACCIONES METABOLITOS RESULTADOS
Taninos -
A Aminoacidos -
Flavonoides -
Triterpenos y/o Esteroides +
B
Quinonas -
Alcaloides -
C
Triterpenos y/o Esteroides +
Alcaloides -
Flavonoides -
D
Triterpenos y/o esteroides +

Leucoantocianidinas -
Leucoantocianidinas y/o Catequinas -
Flavonoides -
F Saponinas -

Leyenda: signo (+) indica presencia, signo (-) indica ausencia.

Fuente: El autor/ / Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales de la facultad

de Farmacia y Bioquimica de la U.N.ICA
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Tabla 2. Metabolitos secundarios presentes en el extracto de éter de petréleo

obtenido a partir del alga Caulerpa Filiformis (Suhr) Hering.

METABOLITOS
Taninos
Polifenoles
Flavonoides
Glicosidos Cianogénicos
Glicosidos Cardiotonicos

Cumarinas

Antraquinonas
Metilencetonas
Alcaloides
Saponinas
Triterpenos y/o esteroides

Fenilpropanoides

Leyenda: signo (+) indica presencia, signo (-) indica ausencia.

RESULTADOS

Fuente: El autor/ / Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales de la facultad

de Farmacia y Bioquimica de la U.N.ICA
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4.1.2. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Tabla 3. Actividad antibacteriana mediante el método de Difusion en Agar en el extracto de Etanolico, a concentraciones de 10%, 20%,

30% y 40 %.
Bacillus Staphylococcus Escherichia Klebsiella Pseudomona Shigella
Extracto Etandlico cereus aureus coli pneumoniae aeruginosa dysenteriae
Al 10% 13 mm 10 mm 9 mm 11 mm 11 mm 11 mm
20% 10 mm 11 mm 25 mm 14 mm 17 mm 15 mm
30% 10 mm 10 mm 16 mm 10 mm 11 mm 9 mm
40% 8 mm 9 mm -- -- -- --
C+ 26 mm 24 mm 40 mm 28 mm 32 mm 34 mm
C- - - - - - -

a. Zona de inhibicion, incluyendo el diametro del sacabocado (6 mm); valor promedio de tres pruebas independientes.
b. Volumen usado del extracto etandlico 25 pL.

Fuente: El autor/ / Laboratorio de Analisis Clinico y Microbioldgicos de la facultad de Farmacia y Bioquimica de la U.N.ICA
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mC- m40% mM30% m20% m10% mC+

Grafico 1. Didmetro de los halos de inhibicién de los extractos Etandlico en mm. Vs

C+
10%

. cepas bacterianas.
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Tabla 4. Actividad antibacteriana mediante el método de Difusion en Agar en el extracto de Eter de Petrdleo, a concentraciones de 10%,

20%, 30% y 40 %.

Bacillus Staphylococcus Escherichia Klebsiella Pseudomona Shigella
Extracto Etéreo cereus aureus coli pneumoniae aeruginosa dysenteriae
Al 10% 12 mm 16 mm 15 mm 12 mm 12 mm 13 mm
20% 15 mm 17 mm - 9 mm 13 mm 13 mm
30% 12 mm 14 mm == 9 mm 13 mm 8 mm
40% 12 mm 10 mm - 7mm 12 mm 7. mm
C+ 26 mm 24 mm 40 mm 28 mm 32 mm 34 mm

C- -- -- -- -- -- -
a. Zona de inhibicion, incluyendo el diametro del sacabocado (6 mm); valor promedio de tres pruebas independientes.
b. Volumen usado del extracto etéreo 25 L.

Fuente: El autor/ / Laboratorio de Analisis Clinico y Microbioldgicos de la facultad de Farmacia y Bioquimica de la U.N.ICA
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HC- m40% m30% m20% m10% mC+

Gréafico 2. Didmetro de los halos de inhibicién de los extractos Etéreo en mm. Vs

C+
10%

. cepas bacterianas.
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Tabla 5. Valores del Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR) frente a los extractos a concentracion de 100 mg/mL

PIR (%) Bacillus Staphylococcus Escherichia Klebsiella Pseudomona Shigella
Extracto de 100 mg/mL cereus aureus coli pneumoniae aeruginosa dysenteriae
Etanol 50.00 41.67 22.50 39.29 34.38 32.35
Eter de petr6leo 46.15 66.67 37.50 42.86 40.63 38.24

Fuente: El autor/ / Laboratorio de Analisis Clinico y Microbioldgicos de la facultad de Farmacia y Bioquimica de la U.N.ICA

70
60
50 o
40
30
20

10

B. cereus S. aureus E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa S. dysenteriae

«=@==Etanol Eter de petréleo

Gréfico 3. Porcentaje de Inhibicién Relativa (PIR) de los extractos a concentracion de 100 mg/mL.
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Tabla 6. Valores del Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR) frente a los extractos a concentracion de 200 mg/mL

PIR (%) Bacillus Staphylococcus Escherichia Klebsiella Pseudomona
Extracto de 200 mg/mL cereus aureus coli pneumoniae aeruginosa
Etanol 38.46 45.83 62.50 50.00 53.12
Eter de petréleo 57.69 70.83 32.14 34.38

Fuente: El autor/ / Laboratorio de Analisis Clinico y Microbiolégicos de la facultad de Farmacia y Bioquimica de la U.N.ICA
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Gréfico 4. Porcentaje de Inhibicién Relativa (PIR) de los extractos a concentracion de 200 mg/mL.

Shigella
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44.12
38.24
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4.2. DISCUSION

Desde hace varias décadas, las algas han sido reconocidas como una de las fuentes
mas ricas de nuevos compuestos bioactivos, gracias a una serie considerable de
analisis e investigaciones, descubriendose en algunos casos estructuras
moleculares Unicas que manifiestan actividad antibacteriana, anticancerigena,
cardioténica, antiviral, antitumoral, antiinflamatoria, anticoagulante, entre
otros.!t 2

El género Caulerpa tiene estudios confirmados de diversas propiedades
terapéuticas, una de ellas es la antibacteriana; cabe resaltar que para la especie
Caulerpa Filiformis (Suhr) Hering, no se han reportado estudios de actividad
antibacteriana, es por ellos que se realizo la presente investigacion, buscando las
respuestas necesarias frente al problema propuesto.

Los resultados obtenidos con respecto a la caracterizacion fitoquimica de los
extractos etéreo y etandlico, coinciden parcialmente con los reportados por
Martinez S. (2012)* para la especie Caulerpa Racemosa y Arteaga y De Silvestri
(1985)6 para Caulerpa spp, quienes determinaron en su composicion metabolitos
secundarios como triterpenos y esteroles, a los cuales se les hace responsables de
la actividad antibacteriana de la especie marina Caulerpa Filiformis (Suhr). Asi
mismo, la adicién del extracto en pocillos realizados en el agar es un método, que
a diferencia del uso de discos de papel, concentra una mayor cantidad del extracto,
facilitando la evaluacién del potencial antibacteriano (Magallanes et al. 2003).4
El efecto antibacteriano de esta especie esta ligado a su capacidad de sintetizar

diterpenos y terpenos halogenados como el sesquiterpeno Caulerpenina o
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Caulerpicina“®, encontrandose entre ellos al 5'-Hidroxi-isoavrainvilleol*®, ademas
de diferentes metabolitos de origen terpeno-aromatico.>

Los cinco diferentes mecanismos de accion conocidos de esta alga, por el cual sus
metabolitos secundarios presentes en ella pueden disminuir el crecimiento
bacteriano, son bien conocidos: inhibicion de la sintesis de la pared celular,
interrupcion del metabolismo de ADN, inhibicién de la sintesis de proteinas,
alteracion de la permeabilidad de la membrana celular e inhibicion del
metabolismo celular.5?

El extracto etanolico de Caulerpa filiformis (Suhr) Hering solo dio resultados
positivos para bacterias Gram (-). Obteniéndose un halo de inhibicion a la
concentracion de 20%, cercano al antibidtico que utilizamos como control positivo
para comparar con las bacterias E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa y S.
dysenteriae, justificando su uso en la terapéutica tradicional al desnaturalizar la
membrana externa, la cual recubre por completo a la célula bacteriana, incluyendo
en su interior a la membrana citoplasmatica, la pared celular, y el periplasma, que
es la region entre la pared celular y la membrana externa.

Mientras que el extracto etéreo de Caulerpa filiformis (Suhr) Hering nos dio
resultados positivos para bacterias Gram (+), obteniéndose un halo de inhibicién
a la misma concentracién (20%), teniendo resultados cercanos al control positivo
utilizado para B. cereus y S. aureus, debido a que la pared celular de estas
bacterias esté en contacto directo con el exterior, careciendo de membrana externa
y haciéndola mas sensible frente a este tipo de sustancias.

Como era de esperarse, el antibidtico Ciprofloxacino presenté mayores halos de

inhibicion que los extractos etéreo y etandlico, considerandose asi, que los
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compuestos activos puros y estandarizados tienen mayor actividad antibacteriana
que los extractos vegetales.*!

Deduciendo asi, que los extractos a la concentracion del 20% son mas efectivos
frente a bacterias Gram (+) y Gram (-), teniendo un Porcentaje de Inhibicion
Relativa (PIR) de 54,44% para el extracto etanolico y 64,26% para el extracto
etéreo.

Esto se debe posiblemente al sinergismo originado entre los metabolitos
secundarios de Caulerpa en los extractos crudos, al momento de la extraccion por
maceracion. Ya que en ocasiones los solventes no polares suelen proporcionar
mayor eficacia en la extraccion de compuestos con actividades antimicrobianas,
en comparacion con los solventes polares.>?

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos deducir
la necesidad de continuar las investigaciones de cada compuesto encontrado en la
especie marina Caulerpa filiformis (Suhr) Hering, a fin de aislarlas, sintetizarlas y

usarlas como un método alterno y eficaz contra las infecciones bacterianas.
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CONCLUSIONES

Al término del presente trabajo de investigacion sobre el estudio microbiolégico in
vitro, se llegd a las siguientes conclusiones:

1. Mediante el Screening Fitoquimico realizado a los extractos etéreo y etandlico
de la especie vegetal Caulerpa filiformis (Suhr) Hering, se identifico para
ambos extractos la presencia de triterpenos y/o esteroles.

2. Los extractos etéreo y etanolico de Caulerpa filiformis (Suhr) Hering,
mediante la técnica de difusion en agar (pozo) presentaron actividad para las
cepas bacterianas Gram (+) y Gram (-) utilizadas en este estudio.

3. Al comparar la actividad de los extractos obtenidos y el control positivo
(Ciprofloacino) frente a bacterias patdgenas se observo, que el control positivo
tuvo un mayor efecto inhibidor frente a estas bacterias que los extractos que
obtuvimos.

4. La capacidad inhibitoria que tienen los extractos etéreos al 20% frente a las
bacterias patégenas Gram positivas (+) B. cereus y S. aureus tienen un PIR
promedio de 64.2%, mientras que para el extracto etandlico mostr6 mayor
capacidad antibacteriana frente a bacterias Gram negativas (-) como K.
pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa y S. dysenteriae, teniendo un PIR promedio

de 54.4%, siendo esta la concentracion de eleccidn a utilizar.
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RECOMENDACIONES

1. Continuar con la investigacion fitoquimica y farmacologica de otras
actividades biologicas atribuidas a la especie.

2. Elucidar el o los metabolitos responsables de la actividad antibacteriana del
alga marina “Caulerpa filiformis (Suhr) Hering ”, de tal manera que podamos
conocer la estructura quimica de los componentes responsables de la
actividad antibacteriana.

3. Continuar la investigacion antibacteriana “in vivo” en animales de
experimentacion, a fin de determinar su eficacia y toxicidad.

4. Incentivar el estudio de las algas marinas presentes en nuestra costa, tal que
podamos estudiar los diversos componentes que la conforman y encontrar

nuevas soluciones a los problemas de resistencia bacteriana.
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ANEXO 01: Matriz de consistencia

PROBLEMA (C);E\I]\IEETF;X(L) E%Eélcz:-:-ll\l/cogs HIPOTESIS | VARIABLES | INDICADORES | INSTRUMENTO FUENTE
Identificar los
metabolitos secundarios
presentes en el alga
marina “Caulerpa
filiformis (Suhr)
¢Presentan Demostrar que | Hering” a los que se le Extractos del Alga marina
efectividad los extractos | puede atribuir la alga marina Concentraciones de “Caulerpa
antibacteriana | del alga actividad “Caulerpa - L. filiformis
los extractos del | marina antibacteriana. Los extractos del | filiformis extracto a utilizar en | Técnicas (Suhr) Hering”
alga marina “Caulerpa Comparar la efectividad | alga marina (Suhn) diluciones. Experimentales
“Caulerpa filiformis antibacteriana de los “Caulerpa Herine”
filiformis (Suhr) | (Suhr) extractos obtenidos del | filiformis (Suhr) | 7€ -
Hering” que se | Hering” alga marina “Caulerpa |Hering”
recolectaran de | presentan filiformis (Suhr) poseeran gran
la playa “El actividad Hering” frente al efectividad
Chaco” antibacteriana | Ciprofloxacino (Control | antibacteriana
provincia de frente a positivo). frente a bacterias
Pisco — Ica? bacterias patégenas Gram
patégenas (+) y Gram (-). _ o
Gram (+)y  |Establecer cual de los Efecto Nivel de Efectividad. Alga  marina
Gram (-). extractos presenta . . e
o antibacteriano - Caulerpa
mayor actividad frente a Técnicas filiformis (Suhr)
antibacteriana frente a bacterias Gram experimentales n
bacterias patogenas (+)y Gram (-). | % de inhibicién de Hering

Gram (+) y Gram (-).

crecimiento.
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ANEXO 02

Clasificacion taxonomica del alga marina “Caulerpa Filiformis (Suhr) Hering”

N,

= ¢ UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS ?!oo
H

v 3 Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA [ J
s "2 Ml VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO A N"::ﬁs{:ﬂ ’
Y INMSM
VICERRECTORADO DE N\, oo
TNVESTIGACION Y POSGRADD MUSEO DE HISTORIA NATURAL torte 237

“Afio del Dialogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA N° 185-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (algas) recibida de Santiago Humberto Rolando LAURA SANTA MARIA
estudiante de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, de la Universidad Nacional “San Luis
Gonzaga” de Ica, ha sido estudiada y clasificada como: Caulerpa tongaensis Papenfuss, y
tiene la siguiente posicion taxondmica, segin el Sistema de Clasificacién de Guiry, M.D &
Guiry G.M. 2017,Algas Base:
DIVISION: CLOROPHYTA

CLASE: ULVOPHYCEAE

ORDEN: BRYOPSIDALES
FAMILIA: CAULERPACEAE
GENERO: Caulerpa
ESPECIE: Caulerpa tongaensis Papenfuss

Determinado por: Blgo. Mario Benavente Palacios
Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines de estudios.

Lima, 17 mayo de 2018

et

TCANO ECHEVARRIA
HERBARIO SAN MARCOS (USM)

ACE/ddb
Av. Arenales 1256, Jesiis Maria Teléfono: E-mail: museohn@unmsm. edu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Peri 619-7000 anexo 5701, 5703, 5704 htp:/lmuseobn.unmsm.edu.pe
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ANEXO 03

Playa EI Chaco — Paracas: Ubicacion del lugar donde se recolecto el alga.
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ANEXO 04
Obtencion del extracto etéreo del alga marina “Caulerpa filiformis (Suhr)

Hering”

Recoleccion del vegetal

l

Macerado

Filtrado

l

Concentrado

l

Extracto etéreo
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ANEXO 05

Obtencion del extracto etanolico del alga marina “Caulerpa filiformis (Suhr)

Hering”

Marco

l

Macerado

Filtrado

l

Concentrado

l

Extracto etanodlic
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ANEXO 06
Certificado de obtencién de las Bacterias Tipificadas por parte de la facultad de

Ciencias Bioldgicas de la UNICA.

S e,
",% UNIVERSIDAD NACIONAL "SAN LUIS GONZAGA" DE ICA

( ; FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
UNIDAD DE LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Av. Los Maestros (Altura Km. 305-Panamericana Sur)

LOS JEFES DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL "SAN LUIS GONZAGA" DE ICA

HACE CONSTAR

Que el Bachiller: LAURA SANTA MARIA, Santiago Humberto Rolando; ha adquirido CEPAS
certificadas del laboratonio de esta Facultad en el mes de marzo del presente afio, para el
desarrollo de la parte experimental de su tesis tittlada, EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE
LOS EXTRACTOS DE ALGAS umm\ “CAULERPA FILIFORMIS (SUHR) HERING"
RECOLECTADA EN LA PLAYA “EL CHACO" PROVINCIA DE PISCO — ICA. Segun detalle:

- Bacillus cereus (ATCC 11778)

- Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

- Escherichia coli (ATCC 25922)

- Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603)
- Pseudomona aernginosa (ATCC 27853)
- Shigella dysenteriae (ATCC 13313)

Se expide la presente CONSTANCIA, a solicitud de la parte interesada, para los
fines que crea conveniente. Dado en lca, a-log; frece dias del mes de abril
del afio dos mil dieciocho.
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A. Dilucién del extracto etandélico a diferentes concentraciones mas el
control negativo

B. Dilucioén del extracto etéreo a diferentes concentraciones mas el control
negativo

C. Dilucidn de Ciprofloxacino (control positivo)

Figura N° 07. Diluciones de los extractos y el control positivo.
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B. Autoclave marca GEMMY — 232X C. Esterilizadora marca BINDER

D. Incubadora, PRECISION THELCO E. Rotavapor marca BUCHI

Figura N° 08. Equipos que se usaron para la Actividad antibacteriana.
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Figura N° 09. Cepario de bacterias estudiadas

{1
W

C.

Figura N° 10. Llevando a cabo la actividad antibacteriana. (A., B., C.)
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C.

Figura N° 11. Actividad antibacteriana del extracto etandlico frente a: A.- E.
coli, B- K. pneumoniae y C.- P. aeruginosa
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A.

Figura N° 12. Actividad antibacteriana del extracto etanolico frente a: A.- S.
dysenteriae.

B.

Figura N° 13. Actividad antibacteriana del extracto etéreo frente a: A.- B. cereus
y B.- S. aureus.
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