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RESUMEN 

El presente trabajo tuvo como objetivo: Evaluar la actividad antioxidante y 

antibacteriana del extracto etanólico de las hojas de Maytenus octogona (L'Héritier) 

fJC. la especie en estudio proviene del distrito de Yauca, provincia de lea. Ei 

extracto etanólico obtenido por el método de reflujo fue sometido a un Screening 

Fitoqufmico identificándose los siguientes grupos de metabolitos secundarios: 

flavonoides, grupos fenólicos libres, asteroides y/o triterpenos, leucoantocianidinas, 

catequinas y grupos amino primarios y secundarios. La actividad antioxidante fue 

evaluada mediante los métodos: Método del Poder Antioxidante de Reducción 

Férrica (FRAP), Método reacción con el radical 2;2'-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-

sulfonato de amonio) (ABTS) y Método de inhibición frente al radical libre 2,2-Difenil-

1-picrilhidraizil (DPPH). El extracto etanólico presentó altos valores de propiedad 

antioxidante en todas las técnicas realizadas resultando que un miligramo (1 mg) de 

extracto etanólico es equivalente a: 1.678 mM de Trolox (Método de FRAP), 

0.4678mM de Trolox (Método de ABTS) y el ICso es equivalente a 2.2908 mg del 

extracto (Método DPPH). La actividad antibacteriana se- evaluó mediante el método 

de difusión en agar utilizando bacterias tipificadas Gram positivas y Gram negativas. 

El extracto etanólico de las hojas de Maytenus octogona presentó una leve actividad 

antibacteriana frente a bacterias Gram positivas: Staphylococcus aureus {ATCC 

25923) y Staphylococcus epiderrnidis (ATCC 12228) y Gram negativa: ~nterobacter 

aerogenes (ATCC 13048) a las concentraciones de 50 y 70%. Asimismo, no mostró 

actividad contra las bacterias Bacillus cereus (ATCC 11778), Escherichia co/i (ATCC 

25922) y Salmonella typhi (ATCC 14028). Los valores del PIRa las concentraciones 

de 50 y 70% del extracto etanólico, mostraron una leve capacidad antibacteriana 

contra las cepas: Staphylococcus aureus (59.16 y 70.61%), Staphy/ococcus 

-epidermidis (63.26 y 60.70%) y para Enterobacter aerogenes (49.64 y 50%); 

respectivamente frente al control positivo. 

Palabras clave: Maytenus octogona (L'Héritier) DC, antioxidante, antibacteriana, 

cepas bacterianas, FRAP, ABTS y DPPH. 
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ABSTRACT 

This study aims to evaluate the antioxidant and antibacterial activity of the ethanol 

extract of the leaves of Maytenus octogona (L'Héritier) OC. The species studied 

yauca district comes from the province of lea. The ethanol extract obtained by the 

method reflux was subjected to a phytochemical Screening identified the following 

gr:oups of -secondary metab-olites: flavonoids, free phenolic gr:oups, steroids and 1 or 

triterpenes, leucoanthocyanidins, catechins and primary and secondary amino 

groups~ The antioxidant activity was evaluated by the methods: Method Ferric 

Reducing Antioxidant Power (FRAP), Method reaction with 2,2'-azino-radical bis- (3-

ethylbenzthiazoline-6-ammonium sulfonate) (ABTS) and Method -ot free radical 

inhibition versus 2 2-Diphenyl-1-picrilhidraizil (DPPH). The ethanol extract showed 

high antioxidant property values in all the techniques resulting realized that one

milligram (1 mg) of ethanol extract is equivalent to: Trolox 1.678 mM (FRAP method), 

-0.4678 mM Trolox (ABTS methotl) and the IC50 lt is equivalent to 2.2908 mg of 

extract (DPPH method). The antibacterial activity was evaluated using the agar 

diffusion method using typified G-ram positive and Gram negativa. The ethanol extract 

of the leaves of Maytenus octogona showed a slight antibacterial activity against 

Gram-,positive bacteria: Staphylococcus aureus (ATCC 25923) -and Staphylococcus 

epidermidis (ATCC 12228) and Gram negativa: Enterobacter aerogenes (ATCC 

13048) at concentrations of 50 and 70%. He also showed no activity against bacteria 

Bacillus cereus (ATCC 11778), Escherichia coli (ATCC 25922) and Salmonella typhi 

(ATCC 14028). PIR values at concentrations of 50 and 70% of -ethanol extract 

showed a mild antibacterial ability against strains: Staphylococcus aureus (59.16 and 

70_61%), Staphylococcus epidermidis (63.26 and 60.70%) and Enterobacter 

aerogenes (49.64 and 50%); respectively against the positiva control. 

K-eywords~ Maytenus octogona (L'Héritier) DC, antioxidant, antibacterial, bacteria! 

strains, FRAP, ABTS and DPPH. 
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INTRODUCCIÓN 

Los antioxidantes son importantes por la capacidad que tienen de proteger a las 

macromoléculas biológicas contra el daño oxidativo.1 El organismo dispone de 

sistemas de defensa antioxidante (superóxido dismutasa, catalasa, proteínas, 

glucosa, grupos sulfidrilos, entre otros) que actúan impidiendo la formación de 

radicales libres, bloqueando su propagación o interaccionando directamente con 

ellos. También es posible que se ingiera con la dieta sustancias naturales o de origen 

sintético con capacidad antioxidante, como flavonoides, polifenoles; beta-caroteno, 

vitamina E, vitamina C, y otros más.2 El uso de las plantas medicinales con fines 

curativos es una práctica que se ha venido utilizando desde muchas décadas atrás3
, 

para tratar una amplia gama de dolencias causadas por infecciones microbianas y 

las complicaciones resultantes del estrés oxidativo e inflamación. 4 

La proliferación de enfermedades causada por microorganismos patógenos es una 

preocupación generalizada, que constituye un factor de riesgo para la salud pública, 

es por esto que se buscan fuentes naturales que inhiban el crecimiento bacteriano; 

descubriendo en las plantas compuestos bioactivos para tal fin. Por lo tanto, la 

búsqueda de antioxidantes naturales, compuestos antimicrobianos seguros y 

-eficaces entre las plantas es importante. 5 

Las plantas del género . Maytenus pertenecen a la familia Celastraceae, y es el más 

abundante e importante, incluye 98 géneros con aproximadamente 1.264 especies y 

tiene .una larga historia de uso en la medicina tradicional. Estas plantas están muy 

extendidas en las regiones tropicales y subtropicales, incluyendo el norte de África, 

América del Sur y el Este de Asia; especialmente en China. Son ampliamente 

utilizados en la medicina popular como antitumorales, antiasmáticos, analgésicos, 

antiinflamatorios, antimicrobianos, antiulceroso y como tratamiento para pr-Oblemas 

estomacales.6 Se ha demostrado la actividad biológica de varias especies de 

Maytenus: M. ilicifolia como antinociceptiva, antiinflamatoria y antioxidante (Jorge et 

al. 2004, Vellosa et al. 2006); M. krukovii presenta actividad antioxidante, 
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antimutagénica y antimicrobiana (Bruni et al. 2006); M. aquifolium, propiedades 

analgésicas (Gonzales et al. 2001 ); M. senegalensis posee actividad antibacteriana, 

antiviral, antitumoral (Gessler et al. 1995, Otake et al. 1995, Matu & Van Staden 

2003); M. macrocarpa actúa como citotóxico de células cancerígenas (Chavez et al. 

2010) y antimicrobiano (Kioucek et al. 2007).7 

En búsqueda de nuevas terapias para el tratamiento de infecciones causadas por 

bacterias resistentes, enfermedades crónicas degenerativas como consecuencia del 

estrés oxidativo y teniendo en cuenta que en nuestro país no se reportan estudios 

sobre la actividad antioxidante y antibacteriana de las hojas de Maytenus octogona, 

iniciamos la presente investigación, con la finalidad de contribuir con la búsqueda de 

nuevas alternativas terapéuticas, por lo que proponemos que Maytenus octogona 

posee propiedades, tanto antioxidante como antibacteriana, vinculando ambas ya 

que estas actividades están estrechamente relacionadas, para lo cual se plantea el 

siguiente objetivo general: Evaluar la actividad antioxidante y antibacteriana del 

extracto etanólico de las hojas de Maytenus octogona. 
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1.1. ESPECIE: Maytenus octogona (L'Héritier) OC. 

1.1.1 Antecedentes: 

Hay evidencias científicas de que algunas especies del género Maytenus 

poseen actividades antimicrobianas y/o antioxidantes, y reportes referidos a 

otras especies del mismo género se citan a continuación: 

Jorge RM et al (2004)8
. El objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia de 

las actividades antiinflamatoria, antinociceptiva y citoprotectora, y evaluar el 

perfil fitoquímico de los extractos de hexano y acetato de etilo de Maytenus 

ilicifo/ia. Por administración oral de estos extractos inhibieron la nocicepción en 

ratones y ratas. La gravedad de las lesiones gástricas inducidas por el estrés 

por frío fue también reducido en ratas considerando tanto citoprotección y 

aspectos curativos. La administración de los extractos llevó a un aumento del 

volumen gástrico y del pH. Estos resultados sugieren que los extractos de 

hexano y acetato de etilo de Maytenus ilicifolia pueden representar una 

importante alternativa clinica en la terapéutica antiinflamatorias y anti

ulcerogénicos, sin embargo, otros experimentos deben realizarse para 

confirmar esta afirmación. 

Bruni et al (2006)9
. Se investigó el extracto hidroalcohólico de la corteza de 

Maytenus krukovii para sus actividades mutágeno-protectoras in vitro por 

medio del ensayo de Ames Salmonella 1 microsorna. El extracto no mostró 

significativa actividad antibacteriana, y fue débilmente activo contra 

dermatofitos y hongos fitopatógenos, pero inhibió el crecimiento· del 

fitopatógeno Pithyum ultimum. 

Vellosa ·et al (2006) 10
• Eh este estudio se evaluó el extracto etanólico crudo de 

M. ilicifo/ia, una planta con importante potencial en el tratamiento del cáncer y 

se ha utilizado ampliamente en Brasil y otros países, como una fuente 

potencial antioxidante usando un ensayo basado en la decoloración del 
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monocatión radical 2,2'-azinobis (ácido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTs·+) 

y capacidad de eliminar HOCI. Se utilizaron Trolox y ácido úrico como 

controles positivos. Los resultados indicaron a la corteza de la raíz de M. 

ilicifolia como una gran fuente de antioxidantes sobre la base de su potencial 

como eliminador de radicales. 

Kloucek et al (2007)11
• En Ucayali-Perú, evaluaron la actividad antimicrobiana 

de seis cortezas utilizadas tradicionalmente para el tratamiento de condiciones 

que podrían estar asociados con microorganismos; entre ellas, la corteza de la 

raíz de Maytenus macrocarpa probadas contra nueve bacterias y uno de 

levadura utilizando el método de microdilución en caldo. Todas las plantas 

poseían efecto antimicrobiano significativo, sin embargo el más amplio 

espectro de acción se demostró por el extracto de Maytenus macrocarpa. 

Rebuglio ,et al (2007)12
. Evaluaron el perfil de acción de Maytenus aquifolium 

sobre los radicales libres y especies reactivas de oxígeno. 

Numerosos compuestos aislados de Maytenus ilicifolia se han probado por su 

actividad antitumoral, sin embargo, la infusión de las hojas se han utilizado en 

Brasil por la medicina popular por sus efectos antiácidos y anti-ulcerogénicos 

(Queiroga et al., 20000). Souza Formigoni et al. (1991) demostró la acción 

protectora del té preparado vertiendo agua hirviendo sobre las hojas frescas o 

secas ("abafado") de Maytenus ilicifolia y Maytenus aquifolium contra el 

desarrollo experimental de úlcera en ratas, tanto por vía oral (vo) y por vía 

intraperitoneal (ip). La presencia de metabolitos fenólicos podría justificar el 

uso de algunas especies de Maytenus como agentes antiinflamatorios y anti

ulcerogénicos (Jorge et al., 2004). 

león et at (2009)13
• En España, fueron investigados las propiedades anti

estafilocócicas de zeylasterone y demethylzeylasterone, dos triterpenoides 6-

oxofenolic aisladas de Maytenus blepharodes; Los resultados obtenidos y las 

características estructurales de zeylasterone indican que su mecanismo de 
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acción contra Staphylococcus aureus radica principalmente en su capacidad 

para dañar la membrana citoplasmática. 

'Mokoka et al (2013)6
• Evaluaron la actividad antimicrobiana y citotóxica de 

triterpenos aislados de las hojas de Maytenus undata validando el uso 

tradicional de la planta como agente antimicrobiano y para ef tratamiento de 

problemas estomacales. 

Aroke et al '(2013)4
. En Pretoria-Sudáfrica, evaluaron las actividades 

antimicrobiana y antioxidante de cuatro especies de Maytenus, para tratar las 

infecciones gastrointestinales y enfermedades diarreicas. En este- estudio se 

justifica el uso tradicional de la hoja de extractos crudos y fracciones de estas 

cuatro plantas: Maytenus peduncularis, Maytenus procumbens, Maytenus 

senegalensis y Maytenus undata como agentes terapéuticos y preventivos 

para remediar los trastornos gastrointestinales que resultan de la infección, ·fa 

inflamación y complicaciones del estrés oxidativo. 

1.1~·2 ·Sinonimia vulgar: 

Maytenus, maitén.14 

1.1.3 Moñología de la especie: 

Maytenus octogona es una especie endémica de Ecuador y Perú. Es un Árbol 

de hasta 1 O m de altura. Tallo muy seco de ·color marrón-plomizo, fisur:ado, 

con ramas marrones-moradas. Hojas redondas, gruesas; lisas, de color verde 

oscuro. Flor pequeña de color verde-amarillenta, muy claro, en forma de disco. 

·Fruto tipo cápsufa, más grande que la ·flor; se 'abre para liberar la semilla. 14 

1 .1.4 Hábitat: 

Monte ribereño, laderas de cerros. Presencia de dípteros, hormigas (abdomen 

con franjas amarillas). Asociada a Acacia, Armatocereus, Bu/nesia, Cercidium, 

Gapparis, E.phedra, Haageocereus,Schinus, Neoraimondia, Tecoma. 14 
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1.1.5 Usos tradicionales: 

Medicinal. Hoy en día es poco común en lea, probablemente por el uso de su 

madera y leña. 14 

1.2. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA. 

1.2.1 Microorganismos- bacterias: 

La bacteria es un microorganismo que nace, crece, se reproduce y muere con 

su constitución y metabolismo propio·15 

Las bacterias son organismos unicelulares microscópicos que prosperan en 

ambientes diversos. Pueden vivir en el suelo, en el océano y en el interior del 

intestino humano. Las bacterias son procariotas. 16 

Se clasifican en dos grupos diferentes en función de la estructura de su pared. 

Un grupo, las denominadas gram-positivas, sólo poseen peptidoglucano; el 

otro, las denominadas gram-negativas, tienen adosadas por fuera del 

peptidoglucano una membrana rica en lipopolisacáridos. 17 

1.2.2 Cepas utilizadas en el estudio: 

1.2.2.1 Cepas bacterianas Gram-positivas: 

A. :Bacillus cereus,(ATCC 11778): 

Baci/lus cereus es un microorganismo gram-positivo, posee forma de bastón 

alargado, es aerobio facultativo y formador de esporas, pero estas no son 

liberadas del esporangio. Crece en condiciones de oxígeno normales. No 

crece por debajo de 4,4°C y se destruye por cocinado normal, pero las 

esporas al ser termorresistente puede sobrevivir. Se puede encontrar en el 

suelo, polvo y especias. Bacillus cereus produce dos enterotoxinas durante su 
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crecimiento exponencial: la toxina diarreica y la toxina emética que dan lugar a 

dos formas clínicas distintas de intoxicación alimentaria. 18
•
19 

B. Staphylococcus .aureus (ATCC 25923): 

Los integrantes del género Staphylococcus, son cocos Gram positivos de 0,5-

1 ,5 ¡Jm de diámetro, 20 distribuido en grupos irregulares a manera de racimos; 

posee un alto grado de patogenicidad y· es responsable de una amplia gama 

de enfermedades. Son inmóviles, 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 neumonra, 

infecciones del tracto urinario y es la principal causa de infecciones 

nosocomiates; 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 

antibióticos y se pueden encontrar cepas resistentes. 18
•
20 

C. StaphytoCOCCUS,fJpidermidis {ATCC 12228): 

El S. epidermidis, se caracteriza por ser coagulasa negativo y novobiacina 

sensible, fue considerado por mucho tiempo como un germen contaminante 

de cultivos. Sin embargo, ahora se le retonoce como un patógeno importante 

y es considerado -el agente causal de diferentes entidades clínicas, entre ellas: 

Infecciones urinarias intrahospita1arias, osteomielitis, endocarditis de válvula 

nativa, bacteriemia en pacientes inmunosuprimidos, endoftalmitis después de 

cirugía ocular, infecciones de dispositivos médicos o cuerpos extraños 

(catéteres endovenosos, fístulas para hemodiálisis, catéteres de diálisis 

peritoneal, marcapasos, articulaciones protésicas, injertos vasculares, vá·lvulas 

cardiacas protésicas e implantes de mama). 21 
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1.2.2.2 Cepas bacterianas Gram-negativas: 

A. Escherichia ·co/i(AtCC 25922): 

fscherichia 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 microorganismo de flora 

normal, pero hay cepas que pueden ser patógenas y causar daño produciendo 

diferentes cuadros clínicos, entre ellos diarrea. 22 

Producen una potente toxina y puede ocasionar enfermedades graves como el 

síndrome urémico hemolítico, y puede causar infecciones intestinales y extra 

intestinales generalmente ·graves, tales como infecciones del aparato excretor, 

cistitis, meningitis, peritonitis, mastitis, septicemia y neumonía.1a.23 

8 .. Salmoneua·ty.phi (ATCC 14028): 

Las salmonellas son bacterias gram-negativas. La S. typhi es una bacteria 

anaeróbica facultativa, que puede en ocasiones sobrevivir en bajas 

condiciones de oxígeno. 24 

Son causa importante de enfermedades transmitidas por los alimentos en todo 

el mundo. La bacteria generalmente se transmite a los seres humanos a 

través del consumo de los alimentos contaminados de origen animal, 

principalmente ·carne, pollo, huevos y leche. los síntomas de la infección por 

salmonella suelen aparecer de 12 a 72 horas después de la infección, e 

incluyen fiebre; dolor abdominal, diarrea, náuseas y a veces vómitos. 25 

.c. -Enterobacter aerogenes (ATCC 13048): 

Es una bacteria- gram-negativa con forma de bastón. Las especies de 

Enterobacter son conocidas por su resistencia a los medicamentos, que se 

cr-ee que ha sido amplificada por el uso de cefalosporinas de amplio espectro 
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en los hospitales (Giamarellou, 2005). Infecciones causadas por Enterobacter 

pueden incluir bacteriemia, infecciones del tracto respiratorio inferior, 

infecciones de piel y tejidos blandos, infecciones del tracto urinario (ITU), 

endocarditis, infecciones intra-abdominales, artritis séptica, osteomielitis, 

infecciones del sistema nervioso central, y las infecciones oftálmicas~ Las 

infecciones por Enterobacter pueden requerir hospitalización prolongada, 

múltiples y variados estudios de imagen y pruebas de laboratorio, diversos 

procedimientos quirúrgicos y no quirúrgicos, y agentes antimicrobianos 

potentes y caros. 26 

1 ~2.3. Antibiótico: 

Los antibióticos son sustancias químicas específicas derivadas- o producidas 

por los organismos vivos que incluso en pequeñas concentraciones son 

capaces de inhibir los procesos vitales de otros organismos. Los primeros 

antibióticos se aislaron de microorganismos, aunque en la actualidad algunos 

se obtienen incluso de plantas: superiores y animales. 27 

·Fá1111aco utilizado en el ,ensayo: 

1.2.3.1 Ciprofloxacino28
: 

Es uno de los derivados de las fluoroquinolonas más potente. Es bactericida y 

tiene un amplio espectro extendido contra la mayoría de las bacterias 

aeróbicas gram-negativas, incluso Pseudomonas, Chlamydia trachomatis, 

Haemophilus, Neisseria y contra bacterias aeróbicas gram-positivas, incluso 

los estafilococos productores de penicilinasas y los resistentes a la meticilina. 

S. pneumoniae es susceptible a las concentraciones mayores de 

ciprofloxacino. 

Farmacocinética: Se absorbe muy bien después de su administración oral y 

se distribuye de manera extensa-en los tejidos del cuerpo. Su concentración 
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sérica máxima se alcanza en las primeras 3 horas después de una dosis oral 

de 400mg. Los alimentos no modifican la absorción oral pero aumentan el 

intervalo que transcurren hasta alcanzar la concentración sérica máxima. La 

semivida sérica es de 3 a 4h. El volumen de distribución es elevado y se ha 

detectado ciprofloxacino en leche materna humana. Se elimina a través de los 

riñones. 

Farmacodinamia: El ciprofloxacino tiene un amplio espectro de actividad 

antibacteriana frente a gérmenes patógenos aerobios Gram-positivos y Gram

negativos. 

El ciprofloxacino inhibe la síntesis bacteriana del ácido desoxirribonucleico y 

es bactericida. A causa de su potente actividad, es activo frente a organismos 

que son resistentes al ácido nalidíxico, oxonílico y pipemídico, cinoxacina y 

compuestos relacionados. 

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. 

1.2.4. Ptuebas de-susceptibilidad in vitro29
•
30

•
31

•
32

: 

La actividad antimicrobiana in vitre, se refiere a los experimentos que se hacen 

con inóculos de microorganismos en medios de cultivo sólidos y semisólidos 

como el agar o líquidos como el caldo nutritivo; estos ensayos se realizan en 

el laboratorio y permiten medir la susceptibilidad de microorganismos 

patógenos y fitopatógenos frente a una sustancia o la mezcla de sustancias 

desconocidas de origen vegetal con potencial antimicrobiano. La evaluación 

de la eficacia antimicrobiana se realiza determinando la inhibición del 
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crecimiento microbiano. Existen técnicas para evaluar los antimicrobianos 

como: métodos de difusión en agar, métodos de dilución, entre otros. 

1~2.4.1 Método deDifusión en Aga~· 31 
Y

32
: 

Se basa fundamentalmente en incorporar al medio de-cultivo el antibiótico o el 

microorganismo en concentración conocida para que luego de solidificarse el 

medio se adicione la contraparte, luego incubar a temperatura y tiempo 

determinados, finalizado el periodo de incubación, observar la inhibición de 

crecimiento o halos de inhibición según la técnica utilizada. Esta técnica 

también abarca la llamada, método de difusión o de discos de papel y la 

llamada método de difusión ·en placa excavada. Las ventajas de los métodos 

de difusión son que utilizan una pequeña cantidad de la muestra a evaluar y 

ofrecen la posibilidad de- ensayar varias sustancias o concentraciones en un 

mismo organismo. 

1..3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE. 

La producción de energía a partir de los alimentos supone la transferencia de 

electrones, con liberación de energía en cada etapa, mediante una serie de 

acepto res de electrones hasta que finalmente se transforma en H20 y C02. La 

oxidación de una molécula es la transferencia de electrones desde un átomo 

a otro, lo cual es una parte esencial del metabolismo normal. Las plantas 

capturan la energía de la luz solar a través de reacciones de transferencia de 

--electrones que ocurren en los cloroplastos. Son numerosos los procesos 

bioquímicos en los que intervienen reacciones de oxidación, en los que 

quedan electrones sin aparear. Los átomos o moléculas que poseen 

electrones desapareados se denominan "radicales libres" y son especies 

altamente reactivas debido a que buscan capturar otro ·electrón para completar 

el par electrónico. 33 los diferentes radicales libres se pueden clasificar en 

especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de· nitrógeno {RNS), 

según contengan en su estructura oxígeno o nitrógeno, respectivamente. 
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Los radicales libres se forman constantemente en el organismo y juegan un rol 

crucial en una variedad de funciones fisiológicas. Se estima que las 

mitocondrias constituyen la principal fuente subcelular de ROS, durante el 

proceso de obtención de energía. Estas especies también son generadas por 

células fagocíticas en reacciones inflamatorias controladas, que liberan 

oxidantes con el objetivo de destruir células infectadas por bacterias o virus, 

formando parte de la defensa inmunitaria del organismo. Por ·otra parte, el 

hombre está sometido permanentemente a la acción de radicales libres 

externos por exposición a diferentes factores ambientales, como radiaciones 

ionizantes, rayos UV, tabaco (genera RNS), radiación gamma, etc. 34 

Sin embargo, fa generación en :exceso de estas especies reactivas puede 

conducir a un "estrés oxidativo", definido como un incremento en la producción 

de ROS, tales como el radical superóxido (02 •• ). peróxido de hidrógeno (H202). 

radical hidroxilo (HO ·), etc, produciendo un desequilibrio en el estatus 

antioxidante/oxidante dei ct:Jerpo humano. Estas moléculas son capaces de 

dañar o destruir la función de otras macromoléculas, como por ejemplo lípidos 

de membranas celulares, proteínas, enzimas, ADN y pueden llevar incluso a la 

muerte celular {apoptosis). Existen evidencias que muestran que, como 

consecuencia del efecto dañino de los radicales libres, un desequilibrio 

prolongado de los mismos en el organismo contribuye a la patogénesis de 

diversas enfermedades crónicas y degenerativas del hombre, como 

afecciones del sistema nervioso, cardiovascular, endocrino, renal, etc, o en 

enfermedades como cáncer y procesos inflamatorios. 33
•
35 

1.3.1 Antioxidante: 

En un sistema biológico, un antioxidante es capaz de reaccionar con radicales 

libres siendo entonces un terminador de cadena oxidativa. La capacidad 

antioxidante de una sustancia o molécula se define' como la habilidad para 

inhibir la degradación oxidativa (por ejemplo, lipoperoxidación). La capacidad 

antioxidante está determinada a su vez por: a) Reactividad qufmica del 
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antioxidante asociada a la actividad anti-radicalaria o estabilizadora de 

radicales libres; b) Capacidad para acceder al sitio de reacción y e) Estabilidad 

de los productos formados después del proceso de estabilización de radicales 

libres. Ante un incesante daño que ·ejercen los radicales libres en los sistemas 

vivos la naturaleza ha brindado diferentes fuentes de protección que permiten 

mediar este daño. 36 

Estos sistemas,· de acuerdo a su origen, pueden clasificarse como endógenos 

y exó (V f N°1) gen os er tgura 
Licopenos, Cobre, 

- Cofactor f--- Zinc, Hierro y 

Endógenos 
Manganeso. 

Glutatión - "' . . .--~,-... , -
00 CoenzimaQ Catalasa .. ¡¡¡¡¡ Ácido tióctico Superóxidodismutasa ~ 

~ 
-

Glutatiónperoxidasa - Enzimas r--

~ r-- Glutatión reductasa, 
Glutatión S-transferasa 

o 
!loo( 

·~ Vitamina E 

- Exógenos - Vitamina e 
Flavonoides 
B-caroteno 

Figura N°1. Clasificación de los antioxidantes36 

Los sistemas de defensa antioxidante endógeno consisten en una serie de 

elementos biológicos que brindan protección ante la producción continua de 

radicales libres generados por funciones celulares como la respiración y 

síntesis de ATP a nivel mitocondrial; el sistema antioxidante endógeno, a su 

vez, se divide en enzimático y no enzimático. El primero lo constituyen las 

enzimas antioxidantes: Superóxido dismutasa, Catalasa, Glutatión peroxidasa, 

glutatión reductasa, glutatión S-transferasa, entre .las más importantes. El 

segundo lo integran el glutatión, la coenzima Q y el ácido tióctico o lipoico. El 

sistema de defensa antioxidante exógeno se forma por todos los elementos 

provistos del medio ambiente (alimentos, plantas, etc.) que han sido sometidos 

a estudios científicos y se les ha identificado- actividad antioxidante. Entre los 
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más estudiados se encuentran la vitamina E, vitamina C, {3-carotenos y 

polifenoles {flavonoides y taninos).36 

Los antioxidantes pueden prevenir o retardar la oxidación de un sustrato 

biológico, y en algunos casos revertir el daño oxidativo de las moléculas 

afectadas mediante los siguientes mecanismos de acción antioxidante: 

a.- Antioxidantes primarios o preventivos: Previenen la formación de nuevos 

radicales libres (RL), convirtiendo los RL-s ·existente en moléculas menos 

perjudiciales antes de que puedan reaccionar y generar así una mayor tasa de 

RL-s. Este mecanismo de acción es el que emplean los antioxidantes de 

naturaleza enzimática. 

b.- Antioxidantes secundarios: Capturan los RL-s evitando así que se 

produzcan reacciones en cadena. 

c.- Antioxidantes terciarios: Reparan biomoléculas dañadas por los ataques 

mediados en cadena. 

1.3.2 Métodos de determinac·ión de actividad antioxidante in vitro: 

Debido a que los antioxidantes actúan por diferentes mecanismos 

dependiendo del sistema de reacción o la fuente radicalaria u oxidante, han 

hecho· que se desarrollen un gran número de métodos para determinar la 

capacidad antioxidante de extractos. 

Es diffcil que se llegue a evaluar la capacidad antioxidante de una muestra por 

un solo método. Esto se debe a varias razones; en primer lugar, los 

antioxidantes pueden ·ejercer su acción mediante mecanismos muy diversos 

(pueden suprimir la generación de los primeros radicales que inician el daño 

oxidativo, capturar radicales libres, queJar metales, formar complejos, reducir 

algunos compuestos, inducir la actividad de sistemas biológicos antioxidantes, 

y en un mismo extracto .puede haber mezclas de diferentes antioxidantes con 

distintos mecanismos de acción y entre los que, además, se pueden 

establecer reacciones sinérgicas, por lo que serán necesarios distintos análisis 
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para poder considerar las posibles mecanismos de acción de todos los 

antioxidantes presentes. 

Por otro lado, además del mecanismo de reacción, existen otros factores que 

también deben considerarse al determinar la capacidad antioxidante de 

muestras tan complejas como son los extractos de vegetales, tales como las 

propiedades coloidales del sustrato, el estado de oxidación y la localización 

del antioxidante en las ·distintas fases, la composición del sistema, el tipo de 

sustrato oxidable, el modo de provocar la oxidación, la naturaleza heterogénea 

y heterofásica del sistema, las interacciones con otros componentes, etc. 37
•
38

•
39 

Por todas estas razones, un gran número de autores han planteado la 

necesidad de combinar más de un método de medida en la determinación de 

la capacidad antioxidante in vitro.37
•
40

•
41 

1.3.2.1 Reacciones HAT y SET: 

Aunque, como se ha explicado, existen una gran cantidad de mecanismos por 

los que los antioxidantes reaccionan con los radicales libres, como en el caso 

de los polifenoles, que detienen el proceso en cadena de oxidación lipídica 

(chain- breaking), esta reacción se puede llevar a cabo por dos posibles vías: 

reacciones de transferencia de un 'átomo de H (Hidrogen Atom Transfer, HAT) 

o de transferencia de un electrón (Single Electron Transfer,SET)41
, aspectos 

que se deben tener en cuenta al seleccionar un método de medida de 

capacidad antioxidante, por lo que, a continuación, se explicará brevemente 

en qué consiste cada uno de estos dos mecanismos. 

a) Métodos Basados· en Reacciones HAT: 

Las reacciones HAT, miden la capacidad de un antioxidante para captar 

radicales libres por donación de un átomo de H, la reactividad es 

determinada por la energía de disociación de la unión (BDE) del grupo 

donante del H. Estas reacciones son independientes del solvente y del 

pH y se basan en una cinética competitiva. 41 
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a.1. El método ORAC (Capacidad de Captación de Radicales 

Oxigenados): Mide la inhibición de las oxidaciones inducidas por el 

radical peroxilo, por lo tanto refleja la actividad antioxidante en la 

cadena clásica de reacciones radicalarias. Se basa en la reacción del 

radical peroxilo con una proteína fluorescente (B- ficoeritrina) para 

formar un producto no fluorescente. El cálculo del efecto protector del 

-antioxidante se obtiene mediante el área bajo la curva de disminución 

de fluorescencia, teniendo en cuenta la fase de retardo, la velocidad 

inicial y el porcentaje de inhibición. 

La determinación ORAC tiene a ser modificada para medir los 

·antioxidantes lipofilicos usando un derivado ciclodextrina como un 

mejorador de la solubilidad en agua. El ORAC se emerge actualmente 

como la determinación de elección para cuantificar la capacidad de 

Scavenging del radical peroxilo. 42 

.a.2. E-1 método TRA.P (Parámetro Antioxidante de Captación de 

Radicales) de Wayner et al.43
•
44 tiende a ser ampliamente usado para 

determinar la actividad antioxidante total basado en la medida del 

consumo de oxigeno durante una controlada reacción de oxidación 

lipfdica inducida por descomposición térmica de 2,2' -azobi(2-

amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH). Los resultados TRAP se 

expresan como el número de ¡Jmoles de radicales peroxilos atrapado 

por 1 litro de plasma. La medición de suero por TRAP fue basada en la 

determinación del periodo de tiempo que el suero de un sujeto fue 

capaz de resistir la oxidación inducida artificialmente.45 

La modificación del método TRAP se basa en la reacción de oxidantes 

radicalarios con compuestos marcadores para producir especies en 

estado excitado que -emiten quimioluminiscencia (CL). Como fuente de 

radicales peroxilo se han utilizado diferentes enzimas, como por 

ejemplo peroxidasa de rábano (Whitehead et al1992). Algunos autores 
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han utilizado este método en la determinación de lípidos aislados y de 

radicales libres generados en el organismo humano (Gutteridge y 

Halliwel 1990). La medida por quimioluminiscencia, aunque posee la 

desventaja de que necesita equipamientos especiales, es un método 

bastante sensible, ya que puede detectar muy bajos niveles de reacción 

con límites de detección más bajos que la mayoría de los ensayos de 

actividad antioxidante.41 

a.3. La Oxidación ex vivo de LDL (Lipoproteínas de Baja Densidad) 

es un método muy utilizado y adaptado a la evaluación de la capacidad 

antioxidante-en sistemas fisiológicos. Las LDL son aisladas de muestras 

sanguíneas y la oxidación es inducida por Cu(ll) o AAPH y la 

peroxidación lipídica es seguida por la detección a 234 nm de los 

dienos conjugados generados en la etapa de propagación (Neudorffer 

-et al., 2004). La medida de absorción en el UV de las soluciones de LDL 

puede ser directa, sin extracción previa, ya que las LDL oxidadas son 

completamente solubles en tampón fosfato. Asimismo, puede hacerse 

una medida continua de la oxidación lipídica in vitro y por lo tanto de la 

cinética de formación ·de die nos conjugados. UtiUzando AAPH como 

fuente de radicales, este método tiene relevancia ya que éstas 

reacciones oxidativas podrían ocurrir in vivo. 41 

b) 'Métodos Basados·i!n Reacciones SET: 

Las reacciones SET evalúan la capacidad de un antioxidante de 

transferir un electrón para reducir un compuesto, incluyendo metales, 

carbonilos y radicales. Estos métodos se basan en la desprotonación y 

~n el potencial de ionización (IP) de tos grupos funcionales reactivos, 

siendo estas reacciones pH-dependientes.41 

Estos métodos involucran dos componentes en las mezclas de 

reacción, antioxidantes y oxidantes. Estos están basados en la 

siguiente reacción de transferencia de electrón. 
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Blanco (Oxidante) 

Blanco reducido 

+ 

+ 

e- (desde antioxidante) 

antioxidante oxidado 

El blanco por sí mismo es un oxidante que extrae un electrón desde el 

antioxidante, causando cambios de color en el blanco. El grado del 

cambio de color es proporcional a la concentración de antioxidante. El 

punto final de la reacción es alcanzado cuando el cambio de color se 

detiene.33 

b.1. Método de Fenoles Totales por Reactivo de Folin Ciocalteu.-

FCR fue inicialmente utilizado para el análisis de prote·rnas, teniendo la 

ventaja de la actividad del reactivo hacia el residuo de proteína tirosina 

(contiene el grupo fenol). Algunos años después Singleton y 

colaboradores extienden este ensayo para el análisis de fenoles totales 

en vinos; luego·la determinación fue,encontrando muchas aplicaciones. 

La naturaleza química exacta del reactivo FC no es conocida, pero por 

la presencia de un contenido de heteropolifosfotunstato-molibdato se 

cree que este molibdato es fácil a ser reducido en el complejo y la 

reacción de transferencia de electrón ocurre entre reductores y Mo(V'>: 

M o <V'> + e- ~ 

El reactivo FC no es especifico a compuestos fenólicos y este puede 

ser reducido por algunos componentes no fenólicos (ejm. Vitamina C, 

Cu {1), etc). Los compuestos azul formado entre fenolatos y FCR son 

independientes de la estructura del compuesto fenólico. Descartando la 

naturaleza química no definida del FCR, la determinación de fenoles 

totales por FCR es conveniente, simple y reproducible. 33 
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b.2. Método del Poder Antioxidante de Reducción Férrica (FRAP): 

Se trata de una reacción SET. Mide la capacidad de reducción del ión 

férrico. En este método determina la capacidad antioxidante de forma 

indirecta. Se basa en ei poder que presentan los compuestos 

antioxidantes para donar electrones y reducir el ion férrico a ferroso en 

medio acuoso ácido. La reacción mide ia reducción dei trlplrldlitrlazlna 

ferrica TPTZ a un producto coloreado que se determina 

espectrofotométricamente a 593 nm. AsL cuanto más antioxidante es la 

sustancia objeto de estudio, mayor es la reducción y mayor la 

concentración de Fe2+ y más alta la señal de absorbancia. El complejo 

va a poder ser reducido por productos con potenciales redox menores a 

0,7 V (potencial redox del Fe3+ -TPTZ).46•47 Los resultados se expresan 

en equivalente Trolox (1Jmol Trolox/g o ¡Jmol Trolox/L), tras elaborar una 

curva de calibrado de este compuesto, un análogo hidrosoluble de la 

vitamina E muy utilizado en la expresión de resultados de capacidad 

antioxidante. 48 

+ .antioxidant 

.... 
-a 

fo(IUKTPTZ)iJI+ 

Figura N°2. Mecanismo de reacción en el método FRAP.48 
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Debido a que el potencial redox del Fe3
+-TPTZ es comparable con el del ABTS 

se pueden analizar compuestos similares con ambos métodos aunque las 

condiciones de la reacción sean distintas. El mecanismo del FRAP es de 

transferencia de electrones, a diferencia de otros métodos donde se produce 

captura de radicales libres, según esto, el FRAP puede ser útil, en 

combinación con otros métodos, en la determinación de la capacidad 

antioxidante de productos que contengan distintos tipos de antioxidantes.49 

b.3. Método Potencial -Antioxidante Total usando Cu (H) como Oxidante: 

Existe poca información publicada sobre este método. El método está basado 

en la reducción de Cu (11) a Cu (1) por reductantes (antioxidantes) presentes en 

la muestra. Un reactivo cromogénico Batocuproina (2,9-dimetil-4,7-difenil-1, 10 

fenantrolina). Forma un complejo 2:1 con el Cu (1), el cual tiene un máximo de 

absorción a 490 nm. Fue encontrado que 1 mol de alfa-tocoferol puede reducir 

2 mol de Cu (11) a Cu(l). Como estándar se utiliza una curva de ácido úrico, 

expresando los resultados como equivalentes de ácido úrico (Apak et al., 

2004).33 

e) Métodos:Basados·en,Reacciones HAT y SET: 

A continuación, se describen tres de los principales métodos utilizados para la 

determinación de la capacidad antioxidante, indicando el tipo de reacción que 

se iieva a cabo en cada uno de eiias. 

c~1. 'Método reacción con el radical 2,2'~azino-bis-{3-etilbenztiazolin-6-

sulfonato de amonio) (ABTS): 

Se trata de una reacción SET y HAT, en el método ABTS (ácido 2,2'-azino-bis 

(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfónico) el radical tiene que ser generado tras una 
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reacción que puede ser química (persulfato de potasio), enzimática 

(peroxidasa, mioglobulina) (Figura 03), o también electroquímica. Con este 

método, se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza tanto 

hidrofílica como lipofílica. El cromóforo ABTS presenta un color azul/verde con 

máximo de absorción a A 342 nm, el cual es soluble tanto en agua como en 

disolventes orgánicos y químicamente estable. El radical ABTSé una vez 

generado por medio de enzimas o químicamente pasa a presentar nuevas 

características con máximos de absorción a A (414, 645, 734 y 815 nm), pero 

se mide a una longitud de onda A 734 nm. Una de las principales ventajas del 

uso de este radical es que tiene la capacidad de solubilizarse en medios 

acuosos y en medios orgánicos. El radical ABTS •+ es más indicado para 

ensayes ee sempt;~estes selereaEies, sorne el sase Ele les sempuestes 

fenolicos, por presentar absorción máxima próxima a la región infrarroja (A 

734nm) reduciendo posibilidades de interferencias de compuestos coloreados 

que absorben .en la región ,del visible o compuestos resultantes de reacción 

secundaria. 36
•
50

•
51 

ABTS 
2,2· Azlno-bls (3-etllbenzotlazolln-6-sulfónlco) 

''"""- •• ••b•'• 1-·· 

[ ·opú>=N-N=<XJf'~] • 
\ 1 

Et Et 

ABTS·+ 

Figura N°3. Formación del radical ABTS.36
•
51 
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Figura N°4. Mecanismo de estabilización del catión radical ABTS* (arriba), reacción 
del catión radical ABTS* con el trolox (centro) y mecanismo de estabilización del 

radicai formado en el trolox (abajo).36
•
51 

c.2. Método de inhibición frente al radical libre 2,2-Difenil-1-picrilhidraizil 

(DPPH): 

El método del DPPH se basa en la reducción del radical DPPH* por los 

antioxidantes de la muestra. El radical libre y estable DPPH, es una sustancia 

que mide la capacidad de secuestro de cualquier compuesto con actividad 

antioxidativa. 36 El Fundamento del método desarrollado por Brand-Willams et 

al.52
, DPPH, consiste en que este radical 'iene un electrón desapareado y es 

de color azul-violeta, decolorándose hacia amarillo pálido por reacción con la 

presencia de una sustancia antioxidante; la absorbancia es medida 

espectrofotométricamente a 517 nm. La diferencia de absorbancias, permite 

obtener el porcentaje de captación de radicales libres. 53
•
54 
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La reacción consiste en la sustracción de un átomo de hidrógeno proveniente 

de un donador (compuesto puro o extracto) por el radical libre DPPH, 

desarrollando un cambio del color violeta a amarillo a medida que disminuye la 

concentración del radical libre; el que se lee en el espectrofotómetro después 

de veinte a treinta minutos de reacción.36
•
64 

La reacción entre ia sustancia a evaluar (HA) y el DPPH es la siguiente: 

DPPH (VIOLETAI + HA ------ DPPH-H (AMARILLO)+ A 

2.2 Difenil-1- picrllhidrazil 
(DPPH) 
Violeta 

/ 
HOR 

(DPPH): H 
Amarillo pálido 

Figura N°5. Reducción del radical libre 2,2-difenil-1-picril 
hidrazil. 36

•
52 

o.,c 

~ 
. .,.q..,· 

'bli: ~ 
" .... \._- 0~.0 

-eVo . ~~-· 
0.11'4~NI)z 

Yo! DPPH-H 

Figura N°6. Mecanismo de reacción del radical DPPH con el estándar 
Trolox.36
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1.3.3 Trolox: 

Es un antioxidante como la vitamina E y se utiliza en aplicaciones biológicas o 

bioquímicas para reducir el estrés oxidativo o daño celular. 

El compuesto ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2- carboxílico, Trolox 

(Figura 07), es un análogo soluble en agua de la vitamina E, que se puede 

comparar con varios antioxidantes comerciales. 

_Las reacciones entre el Trolox y varios radicales libres oxidantes incluyendo 

los radicales peroxi y varios radicales hidroxilo se examinaron mediante el uso 

de la técnica de pulso-radiólisis, demostrando que el Trolox puede someterse 

a reacciones rápidas de transferencia de electrones, así como los procesos 

de transferencia de hidrógeno; el radical fenoxilo resultante demuestra ser 

relativamente estable, en común con el radical fenoxi derivado de la vitamina 

E. Las reacciones entre el Trolox (radical fenoxilo) y una variedad de 

compuestos reductores biológicamente pertinentes se examinaron mediante el 

uso de radiolisis pulsos. Los resultados se evidencia que el Trolox (radical 

fenoxilo) se repara fácilmente por el ascorbato y ciertos tioles, pero no por 

urato, NADH o galato de propilo. Las pruebas evidencian que el Trolox repara 

protefnas que se han oxidado por radicales libres. 36 

Figura N°7. Fórmula estructural del trolox. 
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CAPÍTULO ll: ETAPA 
EXPERIMEN'TAL 
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2.1. MATERIALES. 

2.1.1 Material vegetal: 

Á Hojas de Maytenus octogona (L'Héritier) OC 

2.1.2 Medios biológicos: 

);> Gram - positivas: 

• Baci/lus cereus (ATCC 11778) 

• Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 

• Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228 ) 

);> Gram - negativas: 

• Escherichia coli (ATCC 25922) 

• Salmonella typhi (ATCC 14028) 

• Enterobacter aerof!enes (ATCC 13048) 

2.1.3 Medios de cultivo: 

Á Agar Mueller Hinton 

Á Agar Soya- Tripticasa (TSA) 

Á CaldoBHI 

2.1.4 Materiales de campo: 

Á Bolsas de papel kraft 

Á Tijeras de podar 

Á Papel kraft 

Á Hilo pabilo 
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2.1.5 Materiales de laboratorio: 

J... Los necesarios para la realización de la tesis. 

2.1.6 Equipos: 

Á Agitador VORTEX IKA Genios 3. 

Á Autoclave marca GEMMY modelo SA- 232X. 

J.. Cabina de seguridad biológica marca LABCUL TURE, ESCO 

clase 11, tipo A-11. 

Á Balanza analítica SÁRTORiUs BÁSIC 

Á Balanza de precisión BL- 600. 
- - . 

Á Baño Maria THERMOSTATIC WATER BATH Modelo YCW-

010E. 

Á Espectrofotómetro UV Visible UNICO. 

Á Estufa esterilizadora BRINDER modelo BD, ED, FD. 

Á Evaporador rotatorio HEIDOLPH modelo LABOROTA4000 

Á Incubadora PRECISION Thelco modelo 2. 

Á Labculture de clase 11 tipo A2, Cabina de bioseguridad, modelo 

LA2-4A. 

Á Sonicador 

Á Sistema de producción de agua ultra pura Direct-QTM 3 de 

Millipore, compuesto por un módulo de pretatamiento 

ProgardTM2 2, cartuchos de ósmosis inversa, cartucho Quantum 

TM Ex y filtros Millipack® 40 (22 J.Jm). 

Á Agitador magnético y calentador digital. 

Á Horno microondas ELECTROLUX. 

Á Refrigeradora ELECTROLUX R250. 

Á Micropipeta automática (Dragonlab). 
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2.1.7 Reactivos y disolventes: 

Á Ciprofloxacino 5 ug/ml (genérico) 

Á Ácido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcromo-2- carboxílico 97% 

(Trolox) 

Á 2, 4, 6 tripiridiltriazina (TPTZ) 

Á 2,2 · -azino-di-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonatodiamonio) ABTS 

Á 2,2- diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH). 

Á Metanol 

Á Ácido acético 

Á Acetato de sodio 

Á Ácido clorhídrico 

Á Persulfato de potasio 

Á Tricloruro férrico 

Á Agua destilada 

Á Agua ultra-pura 

Á Solución salina fisiológica 

2.1.8 Otros: 

Á Algodón 

Á Guantes quirúrgicos 

Á Lentes protectores 

Á Mascarilla N 95 

Á Papel de aluminio 

Á Papel de filtro 

Á Papel kraft 

Á Papel tornasol 

Á Viales 
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2.2. RECOLECCIÓN Y TRATAMIENTO DE LA MUESTRA VEGETAL. 

2.2.1 Recolección de la Muestra vegetal: 

La especie vegetal Maytenus octogona fue recolectada en el pueblo de 

Huarangal que se localiza en el distrito de Yauca del Rosario, perteneciente a 

la provincia de lea del departamento de lea - Perú, en los meses de Setiembre 

-Octubre del2014. 

Figuras N°8 y 9. Especie vegetal Maytenus octogona. 

2.2.2 Preparación y tratamiento de la muestra: 

El material fue seleccionado retirando las hojas deterioradas por los insectos u 

otros contaminantes, fue secado a la sombra durante 20 dfas, evitando la luz 

solar directa sobre él. 

Una vez seca la muestra fue seleccionada y molida usando un molino 

manual, se almacenaron en bolsas de papel kraft, para conservarlas hasta su 

utilización. 
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Figura N°1 O. Secado de las hojas de Maytenus octogona. 

~ - - - -

2.2.3 Clasificación taxonómica de la especie vegetal: 

La especie vegetal fue clasificada por el Blgo. Alfonso Orellana Garcfa según 

el sistema de Clasificación de Arthur Cronquist (1981), ubicándolo en la 

siguiente categoría taxonómica: 0Jer Figura N°16) 

REINO: PLANTAE 

DIVISIÓN: MAGNOLIOPHYT A 

CLASE: MAGNOLIOPSIDA 

SUB-CLASE: ROSIDAE 

SUPER-ORDEN: ROSANAE 

ORDEN: CELASTRALES 

FAMILIA: CELASTRACEAE 

GÉNERO: Maytenus Melina 

ESPECIE: Maytenus octogona (L'Hér.} oc. 

Nombre común: Mayten 

33 



2.2.4 Obtención del extracto etanólico: 

Para la obtención del extracto etanólico, se utilizaron 2 Kg de hojas secas y 

molidas, las cuales fueron maceradas durante 20 horas con etanol 96° al cabo 

de este tiempo se procedió a filtrar y concentrar en un evaporador rotatorio. Se 

renovó el disolvente y el marco fue sometido a extracción por reflujo durante 4 

horas, al cabo de este tiempo se reunieron ambos extractos obteniéndose el 

extracto ·etanólico seco. 

-----

\ 

Figura N°11. Extracción por reflujo y filtración. 

2.3 SCREENING FITOQUÍMICO O TAMIZAJE FITOQUÍMIC055
•
56

•
57

. 

El tamizaje fitoquímico o screening fitoquímico es una de las etapas 

intermedias de la investigación fitoquímica, que permite determinar 

cualitativamente los principales grupos químicos presentes en una planta y a 

partir de allí, orientar la extracción y/o fraccionamiento de los extractos para el 

aislamiento de los grupos de mayor interés. El tamizaje fitoquímico consiste en 

la extracción de la planta con solventes apropiados y la aplicación de 

reacciones de color y precipitación. Debe de permitir la evaluación rápida, con 

reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo. 
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2.3.1 Procedimiento para el Screening de Maytenus octogona: 

100 g de la muestra seca y molida se maceraron, ·en 500 ml de etanol 

respectivamente durante 20 horas, al cabo de las cuales se reflujo la muestra 

por 4 horas, se filtró en caliente. Se separaron 1 O ml, lo que constituye la 

Fracción A . 

. El resto se concentró a sequedad y presión reducida en un evaporador 

rotatorio a una temperatura menor de 40° C. 

El extracto seco se trata con HCI al 1% (100 ml), se filtra, se obtienen dos 

partes: 

A. Insoluble: Se lavó con agua destilada hasta pH neutro, seguidamente 

se disolvió en 1 O ml de diclorometano, se seca con sulfato de sodio 

anhidro, se filtra, este filtrado constituye la Fracción B. 

B. ·Solución Ácida: Se filtra y-alcaliniza con amoniaco, extrayéndose con 

diclorometano (3x1 OOml) obteniéndose dos fases: 

B-1. Fase Diclorometánica: Se lava con 20 mi de agua destilada, 

luego la fase diclorometánica se seca con sulfato de sodio 

anhidro, se filtra obteniéndose la Fracción C. 

C. Fase Acuosa: Se saturó 5g de sulfato de sodio anhidro y se extrajo 

con diclometano: etanol (3:2) (3x1 OOml). Obteniéndose dos fases: 

C-1. Fase Orgánica: (Oiclorometánica). Se lava con solución de 

sulfato de sodio anhidro (1 O mi) reuniendo las fases acuosas. 

Seguidamente la fase orgánica se deshidrata con 1 g de sulfato de 

sodio anhidro. Se filtra y esto constituye la Fracción D. 
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C-2. Fase Acuosa remanente: A esta se adiciona los residuos 

acuosos obtenidos del lavado de la fase orgánica esto constituye la 

fracción .e. (Ver Figura N° 12) 

D. Por otro lado se mezcla 1 g de droga seca con 20mL de agua y se 

agita. Hervir durante 15 minutos. Luego procedemos a filtrar en 

caliente y completar a volumen (10 mL) a través del filtro, se dejó 

enfriar a temperatura ambiente constituyendo la Fracción F. 

2.3.2 Métodos de Análisis-: Detección de grupos funcionales y 

metabolitos secundarios: 

Separadas las fracciones A, B, C, O y E del extracto etanólico se procedió a 

realizar sobre estas, reacciones de coloración o precipitación para identificar 

grupos funcionales y metabolitos secundarios. 

•!• -Detección de Taninos ·sobre la fracción ·A. Reacción de Gelatina- sal: 

Se tomaron tres tubos de ensayo en cada uno se vierte 1 mL del extracto 

etanólico disuelto en agua, al primero se le adiciona 0,5 mL de solución de 

NaCI 5%, al segundo tubo 0,5 mL de gelatina 1% y al tercer tubo una mezcla 

de gelatina-sal, la precipitación con este último reactivo o con ambos el1° y 2° 

es indicativo de la presencia de taninos, si solamente ocurre con el 1°, podría 

ser un falso positivo. 

•!• 'Reacción con Cloruro Férrico, en la fracción A: 

En placa se colocó 0.5 mL de la fracción A disuelta en etanol, se le agregó 

una gota de solución acuosa de FeCI3 1%. 

Se observó la aparición ·de un color verdoso que indica, reacción positiva. 
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•!• Detección de grupos amino libres e.n la fracción A: 

-Reacción de Ninhidrina.- Sobre tiras de papel de filtro se coloca con una 

pipeta capilar: 

a. Una gota de Fracción A + una gota del reactivo Ninhidrina al 2%. 

b. Blanco: Solución etanólica de ninhidrina al 2%. Luego del secado a 

temperatura ambiente las tiras de papel se colocan en la estufa a 11 0°C 

hasta la aparición de un color en el blanco. Se compara con la mancha 

azul violácea de la solución testigo. 

•!• ,Detección de flavonoides ·sobre las fracciones A, O y E: 

Reacción de Shi·noda.- En una- placa se vertieron 0.5 mL, de la Fracción A, 

D y E, disueltas en etanol o agua, se adiciona 5 limaduras de Mg, y 3 gotas 

de HCI concentrado. 

La reacción es positiva cuando aparecen tonos de color rojo, anaranjado y 

violeta. 

•!• Detección de Antraquinonas sobre la fraccion 8: 

Reacción de Borntrager.- Sobre el resto de la fracción B disuelta en hexano 

se agregan 5 mL de NaOH 5% y se agita suavemente . 

. La reacción es positiva si la fase acuosa toma un color rojo. 

•!• Detección de Triterpenoides y/o Esteroides sobre las fracciones B, C y D: 

Rea·cción de Liebennann-Burehard: Sobre 1 mL de la fracción disuelta en 

diclorometano se vertieron 4 gotas de anhidrido acético y 3 gotas de ácido 

sulfúrico concentrado. 

La reacción se considera positiva si aparecen colores verde, azul verdoso 

(vías rojo o azul). 
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•:• Detección de eardenólidos sobre las fracciones e y D. 

Reacción de kedde.- Solución a: acido 3,5-dinitrobenzoico 2% en metano!. 

b: Hidróxido de potasio 5. 7% en agua. Mezclar a + b, volúmenes iguales esto 

constituye el reactivo (R). 

Colocar en un tubo de ensayo 1 mg de muestra + 2 gotas del reactivo (R). 

Si la reacción es positiva se formará un color púrpura o violáceo. 

•:• Detección de Alcaloides sobre las fracciones e y D. 

Las fracciones C y O, se, evaporan a sequedad y luego se agrega 2 mL de HCI 

1%, filtrar. Se realizan las reacciones de precipitación, con los reactivos 

Dragendorff, Mayer y Wagner. 

•:• DeteccióndeLeucoantocianidinas y catequinas sobre las fracciones C y E: 

Reacción de Rosenheim.- A 1 mL de las Fracciones D y E se agregó 0.5mL 

de HCI concentrado, se calienta en batía maría durante 10 minutos a 100°C. 

~nfriar, luego se adiciona 2mL de agua y 1 mL de alcohol amrlico, agitar y 

observar el color en 1a fase amílica. La reacción se considera positiva si 

aparece un coior que va desde ei rosado débil hasta carmesí oscuro. 

Si es rojo indica presencia de antocianidinas. Si es marrón indica presencia 

de catequinas. 

•!• Detección de Saponinas la fracción F: 

Prueba de espuma.- En dos tubos de ensayo se agitan 2.5mL de extracto por 

un minuto. Dejar reposar 15 minutos y observar la formación de espuma. Se 

considera negativa la reacción si la altura de la espuma es menor de 5mm. 
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Figura N°12. Fluxograma del Screening Fitoquímico de Maytenus octogona. 
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2.4 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA. 

Fue realizada en el laboratorio de Análisis Bioquímicos y Clínicos de la 

facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad Nacional "San Luis 

Gonzaga" de Jea. Para el presente estudio, las cepas bacterianas fueron 

proporcionadas por el Instituto Nacional de Salud (INS): 

2.4.1 Materiales y procesos previos a la evaluación: 

a. Preparación del extracto a evaluar y controles 58
: 

Se pesó la cantidad necesaria de extracto y se disolvió con metanol para tener 

la concentración de: 700 mg/ml (70%), a partir de ésta diluir con metanol para 

obtener concentraciones de: 10%, 30%, 50% y 70%. 

El control positivo Ciprofloxacino se usó a la concentración de 11Jg/ml. 

El control negativo fue metanol puro. 

b. Preparación de medios de cultivo 59
: 

Todos los materiales de vidrio utilizados se envolvieron en papel kraft y fueron 

llevados a la estufa (esterilizadora), en donde se les dejó a la T0 de 180°C 

durante 120 minutos, luego se utilizaron para la preparación de los medios. 

Se calculó la cantidad necesaria de medio de cultivo (Agar Mueller Hinton} a 

utilizar y seguir Jas recomendaciones del fabricante para su preparación. 

c. Replicación de las cepas madre59
•
60

: 

Para el proceso de réplica de todas las cepas puras, se utilizó el método de 

siembra por "Agitación", utilizando el caldo BHI preparado previamente, se 

distribuyó la cantidad de 4ml aproximadamente, en tubos de· ensayos 

esterilizados. Se incubó por 24 horas a 3rC. 59
•
60 
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Figura N°13. Flujograma de la replicación de las cepas madres y replicación 
de las cepas bacterianas. 
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d. Preparación del inóculo: 

Inocular en BHI los microorganismos, 24 horas antes de su uso, e incubar a 

35±2°C por 24 horas. 61 

Preparar los inóculos de cada bacteria en tubos~ de ensayo que contienen 

1 Oml de SSF estéril transfiriendo f.JL necesarios de BHI con microorganismos, 

hasta llegar a una turbidez equivalente al tubo N° 5 de Macfarland qUe tiene 

aproximadamente 1 x 108 UFC/mL.18 

, · .. -.. ·:~ ~ :·_;.';.~:;'•.;:.;.- :·'·';;::'~. 
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Figura N°14. Flujograma de trabajo para las cepas bacterianas. 

42 



2.4.2 Método de Difusión .en Agar (excavación en placa): 

a. Fundamento: 

Este métoao se flinaamenta en la aifúsión ae1 extracto etanólico en medio 

sólido en zonas alrededor de la excavación a una extensión tal que permita 

inhibir el crecimiento de los organismos sensibles. El efecto antibacteriano 

está dado por el diámetro de la zona de inhibición.62 

b. Descripción de la Técnica: (Ver Figura N° 15) 

Preparado el inóculo, tomar 1mL de éste y agregar conjuntamente con 20mL 

Agar MH dentro de un tubo de ensayo grande de tapa rosca, agitar por 

rotación-inversión, Juego verter dentro de una placa de Petri limpia, seca y 

esterilizada, dejándola solidificar a temperatura ambiente. 

Se realizó con un sacabocados estéril hoyos de acuerdo al número de 

diluciones del extracto a ensayar, el diámetro de cada hoyo fue de 9 mm, 

sobre dichas excavaciones adicionar 50fJL de extracto y controles a 

concentraciones descritas con anterioridad, previamente se selló cada hoyo 

con una gotita de agar. 

Realizar los ensayos por triplicado. Antes de incubar las placas refrigerar por 2 

horas. Finalmente incubar a 37°C por 24 horas y al cabo de este tiempo 

evaluar los resultados mediante las lecturas en miHmetros de diámetro del 

halo de inhibición del crecimiento de los microorganismos.63 

Tomar como resultado el valor promedio de estas mediciones para calcular el 

porcentaje de inhibición relativa (PIR), de la siguiente manera 64
: 

0 
• • • , _ (Diámetro del halo de inhibición del extracto) 

M> de Inhzbzcwn- (D"á d. h l d . h"b" .6 d 1 1 . . ) x 100 z metro e a o e zn z zcz n e contro posztzvo 
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Figura N°15. Flujograma del método de Difusión en Agar. 
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2.5 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE. 

2.5~1 iMétodo del Poder Antioxidante de ·Reducción Férrica {FRAP)65•66: 

Se siguió el procedimiento descrito por Benzie y Strain ( 1999) con ligeras 

modificaciones. Para iniciar el análisis se preparó el reactivo de trabajo, que 

consiste en una mezcla detampón-acetato300 mM (pH = 3.6), TPTZ 10 mM 

en HCL 40 mM y tricloruro férrico (FeCb. 6H20) 20 mM en una proporción 

10:1:1 (v:v:v), una vez preparado, se añadieron 3 mL de éste reactivo en una 

cubeta, y se midió la absorbancia a 593 nm. Posteriormente se agregaron 

1-00JJL de una de las dilucione·s del ,extracto etanólico de Maytenus octogona y 

se agitó en un vortex durante 30 segundos. Después de 6 minutos de 

incubación a temperatura ambiente, se realizó la lectura de absorbancia 

nuevamente a 593 nm, al que se restó el valor de la absorbancia inicial. Se 

procedió de la misma forma para todas las diluciones y las muestras se 

ensayaron por triplicado. 

Los resultados se expresaron en relación al Trolox. Para ello se realizó una 

curva de calibración en un intervalo de concentraciones de 1.00 a 0.03 mM y 

se procedió igual que la muestras. Todos los puntos de la curva se realizaron 

por triplicados. Para la comparación de los resultados se extrapola Jos valores 

de la muestra en la curva estándar para expresar la actividad antioxidante en 

relación a Jos mM de Trolox. 

2.;5~2 Método de :reacción con-el radical-2,2'-azincrbis-(3-etilbenztiazolin•6 

-sulfonato de amonio) (ABTS)65
: 

Se realizó según el método propuesto por RE, R. et al (1999), empleando la 

capacidad antioxidante del ABTS* y su habilidad de secuestrar radicales de 

larga vida. 

El compuesto cromógeno ABTS presenta color azul/verde con máximo de 

absorción a 342 nm, es muy soluble en agua y qurmicamente estable.67 
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En este método, la generación del radical ABTS* se produce por medio 

químico mediante la adición de persulfato de potasio antes de la adición de la 

muestra, lo que evita que 1os componentes de la misma pueda reaccionar con 

el reactivo, otra ventaja es que se trabaja a pH fisiológico (pH = 7.1 ), a una 

temperatura de·37 oc simulando· las condiciones,fisiológicas. 

Para comenzar el análisis es necesario preparar el reactivo de trabajo el cual 

debe tener una concentración de ABTS • de 30 ¡..iM y se procede de la :siguiente 

manen;~: 

Se pesan 0.0504g de-la sal amónica cristalizada de ABTS y se disuelve en 

Sml de agua ultra pura, luego se adiciona 6.7 mg de persulfato de potasio 

(K2820a) y se deja ,agitando por 'espacio de media hora envuelta en papel 

aluminio protegido de la luz, pasado este tiempo se transfiere a un matraz 

volumétrico de 1 O ml y se enrasa con agua ultra: pura y se deja reaccionar a 

temperatura ambiente y protegido de la luz durante 12 a 18 horas. 

Transcurrido el tiempo correspondiente se toma una alícuota de 1 mi y se 

adiciona aproximadamente 70 ml de tampón fosfato de pH 7.1 y se mide la 

absorbancia a 734 nmel cual debe estar entre 0.680 ± 0.2. 

Para la medida de la actividad antioxidante se tomaron 1 ml del radical ABTS* 

en una cubeta y se midió su absorbencia inicial a 734 nm con el equipo 

termostatizado a 37 oc, posteriormente se añadieron 25 JJL de una de las 

diluciones de los extracto etanólico de Maytenus octogona (el cual debe haber 

estado en un baño maría a 37 °C), se mezcla durante 1 O segundos en un 

vortex, después de 4 minutos de incubación se midió la absorbancia final a 

734 nm. Todas las muestras se analizaron por triplicado. 

Los resultados se expresaron como la concentración 1 g del extracto que tiene 

la misma actividad antioxidante que una concentración de mM de Trolox 

correspondiente. Para ello es necesario realizar una curva 'de calibración con 

diferentes concentraciones de Trolox frente a las correspondientes variaciones 

de absorbencias del radical. Se hicieron diluciones a partir de una solución 

madre en un intervalo de 1 ,00 a 0,03 mM y se analizaron de la misma forma 

que ·el extracto etanólico. 
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2.5.3 Método de inhibición. frente al radical libre 2,2-Difenil-1-picrilhidraizil 

(DPPH)s2,6s: 

El método que se empleó en este trabajo es el propuesto por Brand-Williams 

et al. (1995) con algunas modificaciones. Dicho radical tiene un electrón 

desapareado y presenta un color violeta el cual cambia a amarillo pálido ·en 

presencia de una sustancia antioxidante, se midió ésta reacción en un 

espectrofotómetro. 

2.5.3.1 Preparación de las soluciones65: 

. A. Preparación ~el radical DPPH: Se preparó una solución a O, 1 mM de 

DPPH, pesando 3,9 mg de DPPH en un matraz aforado previamente 

tarado y se disolvió en 100 mL de metano!, la solución se colocó en un 

sonicador para asegurar la buena disolución y luego comprobar que a una 

absorbancia a 517 nm esté '9ntre 0,9 y 1, 1. ti matraz se cubrió con papel 

de aluminio para la protección frente a la luz. 

B. Preparación del Trolox: Se preparó una solución stock 1 mM disolviendo 

6,25mg de ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo.;.2- carboxílico 97% 

(Trolox), en 25 mL de metanoJ, luego se pr-epararon diluciones con rangos 

de concentración entre 0,5 y 0,03 mM, con el fin de realizar la curva de 

calibración. Como blanco de cafibrac 11 ión del equipo se empleó 

metanol. 

Se adiciono 2,9 mL de la solución de DPPH en una cubeta y se midió su 

absorbancia a 517 nm y luego se adicionó 0.1 mL de las diluciones de Trolox, 

se <agit() vigorosamente y se mantuvo cen fa oscuridad por 30 minutos a 
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temperatura ambiente, para después realizar la lectura en un 

espectrofotómetro UVNIS a 517 nm. 

2~5.3.3 ,Medición de ·la actividad antioxidante del extracto etanólico de 

Maytenus octogona65
: 

En una celda de vidrio se agregó 2,9 mL de DPPHy se midió su absorbancia 

posteriormente se adicionaron O, 1 ml de una de las dilución del extracto 

etanólico, esta mezcla se dejó en reposo durante 30 minutos en la oscuridad. 

Transcurrido este tiempo se leyó la absorbancia a 517 nm en un 

espectrofotómetro UVNIS. 

Los resultados fueron expresados como la capacidad antioxidante de inhibir el 

50% del radical libre. DPPH expresado como la ICso. 
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CAPÍTULO 111: 
RESU.LTAD'OS 
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3.1 SCREENING FITOQU(MICO. 

Cuadro N°1. Resultados de Screening Fitoqurmico del extracto etanólico. 

REACCIÓN FRACCIÓN 

A 
SHINóDA D 

Flavonoides ;E 

TRICLORURO FÉRRICO A 
Grupos. fenólicos libres 

SOLUCIÓN OE GELATINA A 
Taninos 

B 
LIEBERMAN'BURCHARD e 
Esteroides y/o Triterpenos D 

.,ROSENHEIM 
D 
E 

Leucoantocianidinas y 
Catequinas 

BORNTRAGER B 
Naftoquinonas y/o Antraquinonas 

DRAGGENDORFF C,D 
MAVER,HAGER C,D 

Alcaloides C,D 
C,D 

ESPUMA F 
Saponinas 

GRIGNARD DROGA 
Glicósidos cianogéneticos CRUDA 

NINHIDRINA A 
Grupos. amino primarios y 

secundarios 

Leyenda:=> Ausencia (-) =>Presencia (+) 
Fuente: Los Autores 

RESULTADOS COLOR O 
PRECIPITADO 

+ Rojo 
+ Rojo 
+ Rojo 

+ Verde· 

- -
+ Verde 
+ Verde 
+ Verde 

~--·-- -0·~-~--

+ Marrón 
+ Marrón 

- amarillo 

- -- -- -

- -
- -

+ color violeta 

so 



3.2. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA. 

Tabla N°1. Promedio de los halos de inhibición del extracto a diferentes 

concentraciones y controles. 

Concentración 
Bacillus cereus 

Staphylococcus Staphylococcus Salmonella Enterobacter 
Escherichia coli 

del extracto 
(mm) 

aureus epidermidis typhi aerogenes 
(mm) 

etanólico (mm) (mm) (mm) (mm) 

10% o o o o o o 
30% o o o o o o 
SO% o 15.5 ±0.50 19.8 ±0.76 o 13.6 ± 0.55 o 
70% o 18.5 ±0.87 19 ±0.71 o 13;7± 0.45 o 
C+ 26.4±0.55 26.2 ±0.84 31.3 ±0.97 28.8 ±0.84 27.4±0.55 35 ± 0.71 

C- o o o o o o 
a. Zona de inhibición, incluyendo el diámetro del sacabocado (9 mm); valor promedio del ensayo por quintuplicado y 
su respectiva desviación estándar. 
b. Volumen usado de.l extracto etanólico 50(JL 
Fuente: Los Autores. U.N.I.C.A. - Farmacia y Bioqulmica. Laboratorio de Análisis Bioquimicos y Cllnicos -
Microbiológicos. 

Tabla ·N°2. Valores PIR del extracto etanólico a las diferentes concentraciones. 

Concentración 
Bacillus cereus 

Staphylococcus Staphylococcus Sa/monella Enterobacter 
Escherichia coli 

del extracto 
(%) 

aureus epldermidis typhi aerogenes 
(%) 

etanólico (%) (%) (%) (%) 

10% o o o o o o 
30% o o o o o o 
SO% o 59.16 63.26 o 49.64 o 
70% o 70.61 60.70 o 50.00 o 

Fuente: Los autores. U.N.I.C.A.- Farmacia y Bioquímica. Laboratorio de Análisis Bioquímicos y Clínicos -Microbiológicos. 
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3.3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE. 

3.3.1 Método de FRAP: 

Tabla N°3. Valores promedio de las lecturas de tres repeticiones de la curva de 
calibración de las soluciones estándares de Trolox por el método de FRAP. 

CONCENTRACIÓN DE 
PROMEDIO DE 
ABSORBANCIA so CV% 

TROLOX(mM) 
CORREGIDA 1 

1 0.713 0.015 2.066 

0.5 0.352 0.007 2.014 

0.25 0.205 0.004 2.028 

0.125 0.098 0.005 5.119 

0.0625 0.060 0.002 2.887 

0.03125 0.034 0.002 5.094 

Fuente: Los autores. U.N.I.CA - Fannacia y ·aioqufmica. Laboratorio de Análisis Instrumental. 

Gráfico N°1. Curva de calibración de las soluciones estándares de Trolox por el 
método de FRAP. 

111 

0.800 

0.700 

0.600 

·~ 0.500 
111 -e 0.400 
o 

1:: 0.300 
<( 0.200 

0.100 ·~·· 

TROLOX 

y= 0.6951x + 0.0157 
R2 =0.9988 

0.000 +""'""'---...,.----.----,------,------,----, 
o o o 1 

mMTrolox 

1 1 1 

Fuente: los autores. U.N.I.C.A.- Farmacia y Bioquímica. laboratorio de Análisis Instrumental. 
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Tabla N°4. Valores promedio de las lecturas de tres repeticiones de las diferentes 
concentraciones del extracto etanólico de Maytenus octogona por el método de 

FRAP. 

ce ETOH-(mg/mL) 
_:PROMEOIO-ABS PROMEDIO DE so CV% 

CORREGIDA EQUIV TROLOX 

1 1.187 1.69 0.078 4.63 

0.5 0.585 0.82 0.021 2.54 

0.25 0.297 0.40 0.002 0.57 

0.125 0.155 0.20 0.007 3.25 

0.0625 0.085 0.10 0.003 2.88 

0.03125 0.046 0.04 0.002 3.54 

0.015625 0.042 0.04 0.035 93.51 

Fuente: Los autores. U.N.I.C.A.- Farmacia y Bioquimica. Laboratorio de Análisis Instrumental. 

Gráfico N°2. Curva de calibración de las soluciones estándares del extracto 
etanólico de Maytenus octogona por el método de FRAP. 

1.8 
~ 1.6 

~ 1.4 
~ 1.2 
~ 1 

~ 0.8 
~ 0.6 

-~ 0.4 
:::11 
M 0.2 

Extracto Etanólico 

y= 1.6839x- 0.0059 
R2 = 0.9993 

o ~~--~------~------~----~------~------, 
o 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 

Concentración mg/mL 

Fuente: los autores. U. N. J. C.A. - Farmacia y Bioquimica. laboratorio de Análisis Instrumental. 
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3.3.2 Método de ABTS: 

Tabla N°5. Valores promedio de las lecturas de tres repeticiones de la curva de 
calibración de las soluciones estándares de Trolox por el método de ABTS. 

CONCENTRACIÓN DE PROMEDIO ABS 
SD CV% 

TROLOX{mM} CORREGIDA 

1 0.560 0.002 0.379 

0.5 0.305 0.004 1.161 

0.25 0.167 0.008 4.672 

0.125 0.089 0.004 4.767 

0.0625 0.055 0.001 2.571 

0.03125 0.034 0.001 2.111 

0.015625 0.024 0.002 9.027 

Fuente: Los autores. U.N.I.C.A. -Farmacia y Bioquimica. Laboratorio de Análisis Instrumental. 

Gráfico N°3. Curva de calibración de las soluciones estándares de Trolox por el 
método de ABTS. 

0.600 

0.500 

·~ 0.400 
e 
111 -e 0.300 
o 
"' ~ 0.200 

0.100 

o 0.2 

Trolox 

0.4 0.6 

mM deTrolox 

0.8 

y= 0.5453x + 0.0214 
R2 =0.9987 

1 1.2 

Fuente: Los autores. U.N.I.C.A.- Farmacia y Bioquimica. Laboratorio de Análisis Instrumental. 
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Tabla N°6. Valores promedio de las lecturas de tres repeticiones de las diferentes 
concentraciones del extracto etanólico de Maytenus octogona por el método de 

ABTS. 

CC ETOH (mg/ml) 
PROMEDIO DE PROMEDIO DE so CV% 

ABS CORREGIDA EQUIV TROLOX 

2 0.485 0.850 0.003 0.333 

1.25 0.338 0.580 0.006 1.098 

0.625 0.210 0.345 0.012 3.485 

0.3125 0.126 0.191 0.004 1.852 

0.15625 0.095 0.135 0.004 3.143 

0.078125 0.063 0.076 0.003 3.708 

Fuente: Los autores. U.N.I.C.A.- Farmacia y Bioqulmica. Laboratorio de Análisis Instrumental . 

. Gráfico N°4. Curva de calibración de las soluciones estándares del extracto 
etanólico de Maytenus octogona por el método de ABTS. 

1 

0.9 

~ 0.8 

~ 0.7 

~ 0.6 

~ 0.5 

¡ 0.4 

.:: 0.3 
::S 

S' 0.2 

0.1 

y= 0.3983x + 0.0695 
R2 = 0.9962 

o +--------.--------r-------.-------~------~ 
o 0.5 1 1.5 2 2.5 

Concentración mg/ml 

Fuente: Los autores. U.N.I.C.A.- Farmacia y Bioqulmica. Laboratorio de Análisis Instrumental. 
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3.3.3 Método de DPPH: 

Tabla N°7. Porcentaje de inhibición del radical DPPH de las diferentes 
concentraciones del oextracto etanólico de Maytenus octogona. 

CC Ext. ETOH (mg/ml) % Inhibición 
4 78.247 

3.5 70.825 

3 64.124 
2.5 55.773 
2 47.423 

1.25 32.784 
0.625 20.309 

0.3125 12.680 
0.15625 8.247 

Fuente: Los autores. U.N.I.C.A.- Farmacia y Bioqulmica. Laboratorio de Análisis Instrumental. 

Gráfico N°5:Porcentaje de Inhibición del radical DPPH por el extracto etanólico. 

90.000 

80.000 

70.000 

.g Go.ooo 
:g 50.000 .a i 40.000 

~ 30.000 

20.000 

10.000 

Extracto Etanólico 

y = 18.207x + 8.2919 
R2 = 0.9934 

0.000 -t------,-----.------,-----.----......., 
o 1 2 3 4 5 

ce Extracto EtOH (mg/ml) 

Fuente: Los autores. U.N.I.C.A.- Farmacia y Bioquimica. Laboratorio de Análisis Instrumental. 
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DISCUSIÓN 

En los últimos 30 años viene desarrollándose cada día un interés mayor por los 

problemas relacionados con el -estrés oxidativo, los radicales libres, las especies 

reactivas del oxígeno y los antioxidantes, todo esto dado por la importancia que 

poseen en la bioquímica, la biologfa y la medicina.68 

Actualmente los antioxidantes sintéticos, entre otros factores, son cuestionados por 

su posible capacidad promotora de tumores, por lo que ha llevado a la búsqueda y 

utilización de compuestos de origen natural. 69 

Las plantas y sus derivados han sido usados como alimentos y fuente importante de 

principios activos :para el 1ratamiento de distintas enfermedades. 70 Éstas tienen 

muchos compuestos bioactivos y algunos de ellos con una predominante actividad 

antioxidante; principalmente polifenoles y flavonoides. 

En el estudio fitoqufmico se ha identificado la presencia de metabolitos secundarios, 

(Ver cuadro N°1) identificándose gran cantidad de flavonoides, y grupos fenólicos; 

también la presencia de catequinas, y abundantes triterpenos y/o asteroides. 

Estos resultados son parcialmente concordantes con el estudio fitoqufmico realizado 

por M. Jorge et al. (2004)8
, quienes demuestran que el extracto de hexano de la 

~specie Maytenus ilicifolia reveló la presencia de asteroides y triterpenos; también 

fue demostrado por Vellosa -et al (2006) 10
, que el extracto etanólico de Maytenus 

ilicifolia presenta polifenoles y flavonoides. Por otro lado, Kloucek et al (2007) 11
, 

demuestra la presencia de terpenos en rafees y partes aéreas de Maytenus 

macrocarpa. 

Los compuestos fenólicos tienen propiedades antioxidantes (Chen et al, 2001 ); por lo 

tanto, es probable que contribuyan. a las propiedades antioxidantes determinadas en 

el extracto etanólico en este trabajo. 

No se ,evidenció la presencia de taninos en comparación a las otras especies de 

Maytenus, según lo reportado por J. Rebuglio et al (2007)12
, que demostró la 

presencia de taninos condensados en la especie Maytenus aquifolium, y por M~ 

Jorge et al. (2004)8~ en un estudio del extracto de acetato de etilo de Maytenus 

ilicifolia indicó la presencia de los mismos. 
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Entre todas las propiedades biológicas atribuidas a los flavonoides la de mayor 

interés ha sido su actividad antioxidante. El creciente interés por los posibles efectos 

beneficiosos de los antioxidantas ha hecho que se desarrollen un gran número de 

métodos para la determinación de extractos con actividad antioxidante.36 Existen 

diferentes métodos para evaluar dicha actividad, ya sea in vitre o in vivo, los métodos 

in vitre nos permiten tener una idea más no necesariamente indica lo que ocurre en 

situaci·ones complejas, in vivo. Dentro de Jas técnicas más empleadas para -el análisis 

antioxidante se ·encuentran los ensayos de FRAP, ABTS y DPPH. Estos métodos, 

presentan una excelente- estabilidad en ciertas condiciones aunque también 

muestran diferencias. El FRAP reduce el complejo de la tripiridiltriazina férrica al 

complejo ferroso por .un antioxidante en medio ácido. :El DPPH es un radical libre que 

puede obtenerse directamente sin una preparación previa, mientras que el ABTS 

tiene que ser generado tras una reacción que puede ser química (persulfato 

potásico), enzimática (peroxidasa, mioglobulina) o también electroquímica. Con el 

AB'TS se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza tanto hidrofflica 

como lipofrlica (Kuskoski, Asuero, Troncoso, Manzini-Filho & Fett, 2005), lo que los 

hace de gran utilidad en el estudio simultáneo diferentes metabolitos en el extracto 

de la planta. 

Los valores en las tablas No 4 y 6 son-el resultado de la determinación por triplicado y 

expresado ·como la media -± desviación estándar de TEAC mM Trolox/g de extracto, 

además se determinó el % de inhibición IC50 del radical OPPH (Tabla N°7}. 

El extracto etanólico presentó altos valores de propiedad antioxidante en todas las 

técnicas realiZadas, resultando para los método·s :F,RAP y ABTS .que un miligramo 

(1 mg) de extracto etanólico es equivalente a: 1.678 mM de Trolox, 0.4678 mM de 

Trolox respectivamente y para el método DPPH el IC50 es equivalente a 2.2908 mg 

del extracto, por lo que podríamos mencionar que los compuestos antioxidantes de 

naturaleza polar tienen una alta capacidad reductora y posiblemente se deba a 

compuestos fenólicos como flavonoides y flavonas reportadas en otros estudios 

(Velioglu, Mazza, Gao & Oomah, 1998) (Javanmardi, Stushnff, Locke & Vivanco, 

2003). 
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La actividad antioxidante del extracto etanólico de las hojas de Maytenus octogona 

(L'Héritier) OC se debe, en parte, a la presencia y gran cantidad de compuestos 

fenólicos presentes en su composición fitoquhnica. Se ha documentado ampliamente 

que la presencia de estos metabolitos se asocia con la actividad antioxidante de una 

amplia variedad de frutos y otras especies.71
•
72

;
73 La actividad antioxidante de sus 

polifenoles se asocia con sus caracterfsticas estructurales. Las estructuras que 

poseen gr:upos hidroxilos en las posiciones 3" y 4" del anillo ·s y OH en C-3 e 

insaturación del anillo C, permiten estructuras mesoméricas estables con capacidad 

eficiente de· captura de radicales libres, requisito para una máxima capacidad 

antioxidante. 74 

t:os resultados obtenidos de la evaluación antioxidante :por el método de ABTS, 

concuerdan con los reportados por Vellosa et al (2006) 10
, para la especie Maytenus 

ilicifolia, mostrando un poderoso potencial antioxidante atribuido a la presencia de 

polifenoles y flavonoides. Rebuglio et al (2007) 12
, reportó que la especie Maytenus 

:aquifolium posee atta actividad antioxidante, utilizando los métodos ABTS y DPPH. 

Así mismo, Ahmed et al (2013)4
, indica que cuatro especies del género Maytenus 

(Maytenus peduncularis, Maytenus procumbens, Maytenus senegalensis y Maytenus 

undata) poseen una buena actividad antioxidante atribuyendo la actividad a las 

·fracciones polares presentes. 

La actividad antibacteriana del extracto etanólico analizado, fue cuali

cuantitativamente determinado por la presencia o ausencia de zonas de inhibición, 

diámetro de los halos de inhibición y valores del porcentaje de inhibición relativa 

(PIR). 

La actividad antibacteriana del extracto etanólico de· Maytenus octogona, trabajados 

a 4 diferentes concentraciones de 10%, 30%, 50% y 70% (p/v), son comparados con 

el antibiótico Ciprofloxacino para las bacterias Gram positivas y Gram negativas 

empleadas, siendo este antibiótico usado como control positivo, como se muestra en 

la tabla N°1 se evidencia que la actividad antibacteriána del extracto es nula a las 

concentraciones de 1 O% y 30% frente a todas las bacterias utilizadas; y solo dio 

resultados .positivos para las cepas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

59 



epidermidis y Enterobacter aerogenes a las concentraciones de 50% y 70%; sin 

embargo los resultados son inferiores comparados con el control positivo. Los 

valores derPI-R a las concentraciones de 50 y 70% del extracto etanólico, mostraron 

una leve capacidad antibacteriana contra las cepas: Staphylococcus aureus (59.16 y 

70.61%), Staphylococcus epidermidis (63.26 y 60.70%) y para Enterobacter 

aerogenes (49.64 y 50%); respectivamente frente al control positivo. 

Así tenemos, resultados similares con los ·de Bruni et al (2006)9
, en cuanto a la 

actividad antibacteriana de la especie Maytenus krukovii, contra Gram positivos 

(Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus foecalis), 

y Gram negativos (Kiebsiella oxytoca, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 

Proteos mirabilis) resultando .que era completamente inactivo. 

Por otro lado, Kloucek et al (2007) 11
, reportó en un estudio sobre la actividad 

antibacteriana de cortezas medicinates utilizados en la amazonía peruana, que el 

más amplio espectro de acción se demostró por el extracto de Maytenus 

macrocarpa, que inhibe todas fas cepas probadas con los CMI que van desde 125 

hasta 250 ~g/ml. (Bacillus oereus, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis, Enterococcus 

faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, 

Staphy/ococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes y Gandida albicans). L. de 

león ·et al (2009)13
, indica que Zeylasterone, un triterpenoide aislado e Maytenus 

blepharodes presentó actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus siendo 

bactericida a 30 ~g/ml en menos de tres horas y bacteriostática a concentraciones 

más bajas. 

Los resultados de la prueba de difusión en agar descartaron el -extracto etanólico de 

Maytenus octogona por no presentar actividad antibacteriana significativa. 

Es necesario realizar más estudios a nivel qufmico y farmacológico del extracto 

etanólico de Maytenus octogona (L'Héritier) OC. por la buena actividad antioxidante 

que se demostró superando a otras especies vegetales muy populares que se 

desarrolla en nuestro pars y por ser una especie promisoria en las diferentes 

patologías. 
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CONCLUSIONES 

1. Mediante screening fitoquímico realizado a las hojas de la especie Maytenus 

octogona, se identificó gran cantidad de flavonoides, y grupos fenólicos 

asimismo la presencia de catequinas, y abundantes- triterpenos y/o esteroides, 

pero no de otros metabolitos secundarios como taninos alcaloides, 

antraquinonas y saponinas. 

2. Para la actividad antioxidante se encontró: Altos valores de propiedad 

antioxidante en todas las técnicas realizadas resultando que un miligramo 

(1 mg) de -extracto etanólico es equivalente a: 1.678 mM de Trolox {Método de 

FRAP), 0.4678 mM de Trolox (Método de ABTS) y el IC50 es equivalente a 

2.2908 mg del extracto (Método DPPH). 

3. El cextracto etanólico de Maytenus octogona, fue evaluada por la técnica de 

difusión en agar utilizando bacterias tipificadas Gram positivas y Gram 

negativas. El extracto etanólico de- las hojas de Maytenus octogona presentó 

una leve actividad antibacteriana frente a bacterias Gram positivas: 

Staphy/ococcus aureus (ATCC 25923) y Staphy/ococcus epidermidis (ATCC 

12228) y Gram negativa: Enterobacter aerogenes (ATCC 13048) a las 

concentraciones de 50 y 70%. Así mismo, no mostró actividad contra tas 

bacterias Bacillus cereus (ATCC 11778), Escherichia coli (ATCC 25922) y 

Salmonella typhi {ATCC 14028). -Los valores del PIR a las concentraciones de 

50 y 70% del extracto etanólico, mostraron una leve capacidad antibacteriana 

contra las- cepas: Staphylococcus aureus (59.16 y 70.61 %), Staphy/ococcus 

epidermidis (63.26 y 60.70%) y para Enterobacter aerogenes {49.64 y 50%); 

respectivamente frente al control positivo. 
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RECOMENDACIONES 

1. Identificar los compuestos presentes en el extracto etanólico de la especie 

Maytenus octogona por cromatografía HPLC - DAD - MS para conocer los 

metabolitos responsables· de la actividad antioxidante y posterior estudios en 

modelos in vivo, ya que las transformaciones metabólicas que sufren los 

compuestos antioxidantes en·el organismo pueden modificar su actividad. 

2. Realizar estudios sobre el posible efecto prooxidante· de estos· compuestos a 

dosis elevadas, ya que en estos compuestos existen un delicado equilibrio 

entre actividad antioxidante y prooxidante. 
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Figura N°16. Constancia de la clasificación taxonómica. 
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Figura N°17. Trabajo en la cabina de seguridad biológica. 

-

Figura N°18. A.- Cepario de bacterias estudiadas 

B.- Replicación de las cepas bacterianas. 
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Figura N°19. Actividad antibacteriana del extracto etanólico frente a: A.· B. cereus, 
. B.· S. aureus, C.- S. epiderrnidis. 
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Figura N°20. Actividad antibacteriana del extracto etanólico frente a: A.- S. typhi, 
B.-E. aerogenes, C.- E. coli. 
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Concentración 
del extracto 
etanólico 

10% 

Tabla N°8: Resultados de Jos halos de inhibición en la evaluación de la 

actividad antibacteriana a concentración de 100 mg/ml (10%). 

Bac/1/us cereus 
Staphyloax:cus Staphylococcus Salmonella Enterobacter 

Escherlchia coli 
(mm) 

aureus epidermidis typhi aerogenes 
(mm) 

(mm) (mm) (mm) (mm) 

o o o o o o 
o o o o o o 
o o o o o o 
o o o o o o 
o o o o o o 

a. Zona de inhibición, incluyendo el diámetro del sacabocado (9 mm), valores de ensayos por quintuplicado. 
b. Volumen usado del extracto etanólico 50¡Jl. 
Fuente: Los autores. U.N.I.CA- Fannada y Bioqulrnica. labaalorio de Análisis Bioquimioos y Cllniros- Microbiológicos. 

Tabla N°9: Resultados. de Jos halos de inhibición en la evaluación de la 

actividad antibacteriana a concentración de 300 mg/ml (30%). 

Concentradón 
-Bacillus cereus 

Staphy/oala:us Staphylococcus Salmonella Enterobacter 
Escherlchla coli 

del extracto 
(mm) 

aureus epidermldls typhi aerogenes 
(mm) 

etanólico (mm) (mm) (mm) (mm) 

o o o o o o 
o o o o o o 

30% o o o o o o 
o o o o o o 
o o o o o o 

a. Zona de inhibición, incluyendo el diámetro del sacabocado (9 mm), valores de ensayos por quintuplicado. 
b. Volumen usado del extracto etanólico 50¡Jl. 
Fuente: Los autores. U.N.I.CA- Fannada y Bioqulmica. labaalorio de Análisis Bioquímicos y Cllnicos- Miaobiológic:os. 
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Concentración 
del extracto 
etanólico 

50% 

Tabla N°10: Resultados de los halos de inhibición en la evaluación de la 

actividad antibacteriana a concentración de 500 mg/ml (50%). 

Bacillus cereus 
Staphylot:.ocms Staphylococcus Salmonel/a Enterobacter 

.Escherichia coli 
(mm) 

·aureus epidermidls typhi ·aerogenes 
(mm) 

(mm) (mm) (mm) (mm) 

o 15 19 o 14 o 
o 16 20 o 14 o 
o 15 21 o 14 o 
o 15.5 19.5 o 13 o 
o 16 19.5 o 13 o 

a. Zona de inhibición, incluyendo el diámetro del sacabocado (9 mm), valores de ensayos por quintuplicado. 
b.Volumen usado del extracto etanólico 50~L. 
Fuente: Los autores. U.N.I.CA-Fannada y Bioqulmica. Laboratorio de Análisis Bioquimiros y Clinioos- Miaobiológioos. 

Tabla N°11: Resultados de los halos de inhibición en la evaluación de la 

actividad antibacteriana a concentración de 700 mg/ml (70%). 

Concentración 
Bacillus cereus 

"Staphy/oaHx:us Staphylococcus Scilmonella Enterobacter 
Escherichia co/i 

del extracto 
(mm) 

aureus epidermidfs typhi aerogenes 
(mm) 

etanólico (mm) (mm) (mm) (mm) 

o 17 19 o 14 o 
o 19 20 o 13 o 

10% o 19 18 o 14 o 
o 18.5 19 o 14 o 
o 19 19 o 13.5 o 

a. Zona de inhibición, incluyendo el diámetro del sacabocado (9 mm), valores de ensayos por quintuplicado. 
b. Volumen usado del extracto etanólico'50~L. 
Fuente: Los autores. U.N.I.CA-Fannada y Bioquimica. Laboratorio de Análisis Bioquimiros y CUniros- Miaobiológicos. 
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Control 
positivo 

e+ 

Tabla N°12: Resultados de los halos ·de inhibición en la evaluación de la 

actividad antibacteriana a concentración de e+ (ciprofloxacino). 

~Bacillus cereus 
Staphylocoa:us Stciphylococcus Salmonella Enterobacter 

Escherlchia col/ 
(mm) 

aureus epidermidis typhi aerogenes 
(mm) 

(mm) (mm) (mm) (mm) 

26 26 30 29 28 34 
26 27 32 28 27 35 
27 26 32 30 27 35 
27 25 30.5 29 28 36 
26 27 32 28 27 35 

a. Zona de inhibición, incluyendo el diámetro del sacabocado (9 mm), valores de ensayos por quintuplicado. 
b. Volumen usado del control positivo 50¡.~L 
Fuente: Los autores. U.N.I.CA- Farmacia y Bioquimica. Laboratorio de Análisis Bioqulmioos y Clinioos- Microbiológicos. 

Tabla N°13: Resultados de los halos de inhibición en la evaluación de la 

actividad antibacteriana a concentración de e- (metano!). 

Control 
negativo 

e· 

Bacillus cereus Sttrphyloaxrus ·Staphylotoccus 
·aureus epidermidis 

(mm) (mm) (mm) 

o 
o 
o 
o 
o 

o 
o 
o 
o 
o ., .. ,. 

o 
o 
o 
o 
o 

Salmonella Enterobacter 
typhl aerogenes 
(mm) (mm) 

o 
o 
o 
o 
o 

o 
o 
o 
o 

Escherlchia coli 
(mm) 

o 
o 
o 
o 
o 

a. Zona de inhibición, incluyendo el diámetro del sacabocado (9 mm), valores de ensayos por quintuplicado. 
b. Volumen usado del control negativo 50¡Jl. 
Fuente:· Los autores. U.N.I.CA- Farmacia y Bioquimica. Laboratorio de Análisis Bioqulmioos y Clinioos- Microbiológicos. 
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Gráfico N°6: Diámetro de los halos de inhibición del extracto etanólico en mm 

contra cepas bacterianas. 
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e Bacillus Cereus 

e Staphylococcus aureus 

e Staphylococcus epidermidis 

e Salmonella typhi 

e Enterobacter aerogenes 

e Escherichia coli 

Fuente: Los autores. U.N.I.CA-Farmada y Bioqulmica. laboratorio de Análisis Bioquimioos y Oinioos-Microbiológicos. 

Gráfico N°7: Porcentaje de inhibición Relativa del extracto etanólico. 
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Figura N°21. Flujograma de trabajo de la Actividad Antioxidante - Método FRAP 
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Figura N°22. FlujOgrama de trabajo de la Actividad Antioxidante - Método ABTS 
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Figura N°23. Flujograma de trabajo de la Actividad Antioxidante - Método DPPH 
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Resumen de prueba de hipóteSis 

l Hipótesis nula Test Sig. Decisión 

l?.rueba.Kruskal- 1 

bl di!:lribOéión de bacllios 8 la Re.ohazar tal 
1 misma entre las categorías de Wallisde ,002 hipótasis muestras i grupo. independientes nula. 

1 

i La distribución de 
Prueba Kruskal- 1 
Wallisde Reoh.az;ar la¡ 

2i stafilococusaureus es la misma muestras .. ,000 hipótesis : 
i entre tas categ<Hías ije ¡¡iüpo. independientes nula. 

La distribución de f7".rue_bi!.~ruska~ Recha:ur la 
3 staf'l 'd • 1 • Walhs de ,003 hipótesis 1 ocoousepr ~rmrs es a mrsma muestras 

entre las categonas de grupo. independientes nula. 

' 
. La distribución de salmonella es !aPrueba Kruska~ Rechazar l.a: 

4 · misma entre las categorías de Wallis de ,003 hipótesis , muestras., .•••• nula. : grupo. independientes 

- La distribución de enterobacter es p_r,ue~'! Kruskal- ..... Reoh.azar l.a 
5 la misma entre las categorías de :~~~r~ ,003 hipótesis 

grupo. independientes nula. 

Prueba Kruskal- Rechazar la· 
6 . La distribución de ecoli es la mismltlallis de ,002 hipótesis 

1 entre las categorías de grupo. ITlu~~.r.~ .......... nula. independrentes 
·' 

Se muestran lassignificancias asintóticas. El nivel de significancia es ,05. 

Figura N°24• Prueba de Kruskal Wallis para les diferentes grupes experimentales: 

Comparaciones por parejas de grupo 

Ceda nodo muestra el rango de media de muestras de grupo 

Muestra1-Mueotra2 ! Prueba Error Desv. Prueba Slg. Slg. ady. estadfstlca tfplco. estadfstlca 

Control.etOH 70% -5,000 3,608 -1,386 ,166 ,995 

j 

toiiiiOi:etbii so•Z ! 
¡ 

-5,500 3,608 -1,524 ,127 .765 

Controi-Ciprofloxacino -13,500 3,608 -'3,741 .oooJ ,001 

EtOH 70'/.:aoH SO:'fo . 
1 

,500 3,608 ,139 ,890 1,000 i 

aOH 70'/ooCiproflalCacina · -8,500 3,608 -2,356 ,018 ,111 

' EtOH SO'Arelptofloilacina J -8,000 3,608 -2,217 ,027 ,160 
' 

Ceda fila prueba la hipótesis nula que les distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 son 
las mismas. 
Se muestran las significancias asintóticas (pruebas de 2 caras). El nlwl de signlficancla es • 
05. 

Figura N°25. Test de Dunns para Bacil/us cereus. 



Comparaciones por parejas de grupo 

cada.fiÍa·prueba la tiÍpótesis nula qÍJe.las·di;tñbuciones de la Muestra 1 y la Mueslm 2 san 
lás mismaS·. · , · . . . · · 
sé múestmií las siQiiifiéafféiM MlrnótléáS (l5iúe6aS M 2 C&fft¡: El nNél aé sl¡jiúficanclá éll ; 
05. 

Figura N°26. Test depunns para Staphylococcus aureus 
CoinparactOrie~··por parejas de grupo 

c;,;da iila prueba la hipótesis nula que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 san 

~ ;::~~ 1as iilgliifli!ancli.s i.ii1rn0i1cas <Pñíetiaii ile 2 i:8iif:i¡. El n!WI ~e slgnificáncHi es • 
05. .. 

Figura N°27. Test deDÜnns para Staphylococcus epidermidis 
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Comparaciones por parejas de grupo 

Ceda flÍa prU~ iati!Pólesls nula que les dlslrÍbuolones'da la Muestm,1 y la Muestra 2 son 
lasmlsfnas,l ..... ·>(·:t,..; :a,:.¡ .... ~~·~·.~·.;, .. ~.~ ... ~ ............. , ...... A.;,., • 

Sa muestran ias sigriificanciss esiriióiicas (I:Jruebas de 2 caras~ i:i ni...,¡ de significancia es , 
05. ' • ' . 

Figura N°28. Test de Dunns para Salmonella thypi . 

.Comparaciones por parejas de grupo 

Csda fila pruebáia hipótesis nula que las distribuciones da la Muestra 1 y la Muestra 2 san 
las mismas. · 
Se tnUe$1lah las slghl1k:anctils aSihtótlcas (lltU9baS de 2 catas). El hllobl de sl!lhlftCSIICia e$. 
os. 

Figura N°29. Test de Dunns para Enterobacter aerogenes. 
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Comparaciones por parejas de grupo 

cada fila prueba la hipótesis iwla qtJe las distribuciones da la Muestra 1 y la Muestra 2 son 
las mismas. · . . 
Se muilslran les slgnl1icanc!as asintóticas (pn¡sbas de 2 caras~ Elntwl de slgnl!icancla es, 
05. . 

Figura N°30: Test de Dunns para Escherichia coli. 
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