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RESUMEN

Annona muricata L. es un arbol, de gran interés debido a los compuestos
activos que se encuentran en la corteza, raiz y semillas. Hoy en dia las
enfermedades producidas por bacterias patbgenas mas comunes en todo

el mundo constituyen un problema de salud publica.

El presente estudio se determino la actividad antioxidante y la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de las semillas Annona muricata
“‘Guanabana” sobre cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.
Se realizo la actividad antioxidante mediante la prueba con DPPH y la
actividad antibacteriana utilizando el método de difusiobn en placa. Los
resultados finales obtenidos en los ensayos fueron los siguientes: En la
determinacién de la actividad antioxidante del extracto de guanabana
presento un promedio de capacidad antioxidante equivalentes a trolox
(TEAC-DPPH) de 1.03 ug/mg y para la actividad antibacteriana frente a
Escherichia coli y Staphylococcus aureus un halo de inhibicion mayor a
18 mm cuando se aplica a una concentracion de 50 mg/ml y 75 mg/ml

respectivamente.

Con estos resultados se concluyd que el extracto de las semillas de
Annona muricata “Guanabana” presenta actividad antioxidante y con
respecto a la actividad antibacteriana se observo inhibicién del
crecimiento sobre Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli
ATCC 8739.

Palabras Clave: Antioxidante, antibacteriana, Annona muricata , difusion,

extracto etandlico.



ABSTRACT

Anonna muricata L. a tree, of great interest because active compounds
that are found in the bark, seeds and root. Today the diseases caused by
most common pathogenic bacteria constitute a worldwide problem of

public health.

This study aims to determine the antioxidant activity and antibacterial
activity of ethanol extract of the seeds Annona muricata " Soursop " on
strains of Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The antioxidant
activity was studied by DPPH test and antibacterial activity using the plate
diffusion method. The final results obtained in the tests were the following:
In the determination of antioxidant activity an average of TEAC - DPPH
1.03 ug / mg extract and antibacterial activity against Escherichia coli and
Staphylococcus aureus with an inhibition May 18 was obtained mm when

applied at a concentration of 50 mg / ml and 75 mg / ml respectively.

With these results it was concluded that the extract of seeds Annona
muricata "Guanabana" has antioxidant activity and with respect to the
antibacterial activity was observed increased activity against
Staphylococcus aureus ATCC6538 that against Escherichia coli ATCC
8739.

Keywords: Antioxidant, antibacterial, Annona muricata, diffusion, ethanol
extract.
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INTRODUCCION

El Peru es pais que alberga innumerables especies vegetales, dentro de
ellas se encuentra la planta Guandbana (Annona muricata L.), sus hojas y
semillas poseen grandes propiedades, entre ellas su efectivo poder
antioxidante y el antimicrobiano, que son usadas tradicionalmente en

forma de infusion para el alivio de diferentes enfermedades.

En la actualidad los consumidores estdn muy interesados en los
beneficios potenciales de la ayuda alimenticia para el control o prevencion
de enfermedades a través de una dieta saludable. Los compuestos
fendlicos derivados del consumo de frutas y vegetales estan asociados

con beneficios para la salud.

La familia Annonaceae es utilizada como medicina tradicional debido a las
propiedades curativas que han mostrado contra algunas enfermedades
(actividad antiparkinson, antimalarica, relajante del musculo liso,
antitumoral, antibacterial, antifingica, antimicrobial, leishmanicida,
tripanocida, citotdxica, entre otras) esto ha despertado un interés cada
vez mayor por el estudio quimico de dichas especies; Siendo esta la

principal motivacién para la realizacion de este estudio.

Teniendo como base la informacién etnobotanica, el presente trabajo de
investigacién tuvo como objetivo evaluar la actividad antioxidante y la
actividad antibacteriana del extracto etandlico de las semillas de la
Guanabana, mediante el uso de técnicas quimicas y bioguimicas in vitro,
para contribuir con la informaciéon cientifica que valide los usos

tradicionales.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion de la realidad problematica.

La contaminacién del entorno y las sustancias toxicas que ingerimos o
inhalamos, especialmente si se afiade la exposicion frecuente
a situaciones de estrés, aumenta la concentracion de radicales libres
en nuestro organismo y causan la aparicion precoz de signos de
envejecimiento o0 incrementan la incidencia de diferentes
enfermedades degenerativas. Muchos procesos patoldgicos tienen
como causa el desequilibrio entre los mecanismos oxidantes y la
respuesta antioxidante del organismo, con un resultado altamente

dafiino. 2

Otros factores externos como el tabaco, las sustancias quimicas en el
medio ambiente, los medicamentos, los pesticidas y los disolventes
industriales también pueden favorecer la produccion de radicales
libres. Asimismo, la produccién excesiva de radicales libres puede

ocasionar estrés oxidativo y dafio celular.

La piel también es proclive a padecer enfermedades originadas tanto
por causas internas como externas. La proteccion de la epidermis
frente a la infeccién depende de la barrera mecanica proporcionada
por el estrato cérneo, ya que la propia epidermis carece de vasos
sanguineos. La rotura de esta barrera por guemaduras o mordeduras,
abrasiones, cuerpos extrafios, trastornos dermatoldgicos primarios (p.
ej., herpes simple, varicela, ectima gangrenoso) permite la
penetracién de bacterias en las estructuras mas profundas. Del mismo
modo, el foliculo piloso puede servir de entrada a la flora normal (p.
ej., Staphylococcus) o a bacterias extrafias (p. €j., E. coli en las vias

urinarias).
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1.2. Formulacién del Problema

1.2.1. Problema General

¢Presentara actividad antioxidante y antibacteriana el extracto

etandlico de las semillas de Annona muricata L (Quanabana)?

1.2.2. Problemas Especificos

» ¢Qué compuestos fitoquimicos contendra el extracto etandlico

de las semillas de Annona muricata L (guanabana)?

» ¢Cual serd la capacidad antioxidante que presente el extracto

etandlico de las semillas de Annona muricata L (Quanabana)?

» ¢Cual serd el halo de inhibicibn bacteriana que produce el
extracto etandlico de las semillas de Annona muricata L

(guanabana) frente a cepas de Escherichia coli. ?

» ¢Cual serd el halo de inhibicibn bacteriana que produce el
extracto etandlico de las semillas de Annona muricata L

(guanabana) frente a cepas de Staphylococcus aureus?

13



1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo General

Determinar las actividades antioxidante y antibacteriana del
extracto etanodlico de las semillas de Annona muricata L

(guanabana).

1.3.2. Objetivos Especificos

> Identificar los compuestos fitoquimicos del extracto etanélico

de las semillas de Annona muricata L. (guanabana).

> Determinar el porcentaje de capacidad antioxidante del
extracto etanodlico de las semillas de Annona muricata L.

(guanabana).

> Determinar el halo de inhibiciébn bacteriana que produce el
extracto etandlico las semillas de Annona muricata L.

(guanabana) frente a cepas de Escherichia coli.
> Determinar el halo de inhibiciébn bacteriana que produce el

extracto etandlico las semillas de Annona muricata L.

(guanabana) frente a cepas de Staphylococcus aureus.
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1.4. Hipotesis de la Investigacion

1.4.1. Hipo6tesis General

El extracto etandlico de las semillas de Annona muricata L.
(Guandbana) presenta  propiedades antioxidantes vy

antibacterianas.

1.4.2. Hipotesis Secundarias

» El extracto etandlico de las semillas de Annona muricata L
(guandbana) posee compuestos fitoquimicos antioxidantes
y antibacterianos.

» El extracto etanolico de las semillas de Annona muricata L
(guandbana) presenta un porcentaje de capacidad
antioxidante.

» El extracto etanolico de las semillas de Annona muricata L
(guanabana) presenta un halo de inhibicion sobre las
cepas de Escherichia coli.

» El extracto etandlico de las semillas de Annona muricata L
(guandbana) presenta un halo de inhibicibn sobre las

cepas de de Staphylococcus aureus.

1.5. Justificacién e Importancia de la Investigacion

En los ultimos afios se ha descubierto el papel etiopatogénico, tanto
de toxicos enddgenos como de toxinas ambientales, y de forma
sostenida se propaga el concepto de que la excesiva formacion de
radicales libres y el estrés oxidativo que esto conlleva, conducen al
dafio celular y la muerte. Por lo tanto, es importante que basandonos
en los Ultimos conocimientos aprendidos acerca del papel de los

radicales libres RL y su impacto en la disfuncién endotelial y de otros
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organos, se evalle la utilidad del uso precoz o preventivo de los

antioxidantes naturales que brindan las plantas. * > ®

Considerando los antecedentes respecto al uso en la medicina
tradicional en el Perd de Annona muricata L. guanabana y las
propiedades que se le atribuye (enfermedades degenerativas,
antimicrobianas, antiinflamatorias, como preventivo para el cancer
etc.); ademas teniendo en cuenta que los antioxidantes sintéticos
como butilhidroxitolueno, butilhidroxianisol y terbutilhidroquinona son
ampliamente cuestionados en relacibn con la toxicidad y
carcinogenicidad. Resulta imprescindible la validacion cientifica de
esta planta mediante estudios que brinden a la poblacibn mayor
seguridad en su empleo tradicional, ya que puede tener una funcion
similar a los antioxidantes enddgenos producidos por el organismo,
lo que sugiere que al consumirlos se puede prevenir enfermedades

asociadas al estrés oxidativo. "®°

Si el presente proyecto se lograria concretarse se tentaria la
posibilidad de ser usada como una alternativa terapéutica con
menos efectos adversos en el tratamiento y/o prevencion de
enfermedades en la poblacion en general, asi mismo contribuird con

informacion para la mejora continua de futuras investigaciones.

La importancia del presente proyecto de tesis estd dada por los
aportes que brindara hacia futuras investigaciones mas especificas
hacia el tratamiento y/o prevencion de enfermedades de origen en el
desequilibrio entre los mecanismos oxidantes y la respuesta
antioxidante del organismo debido a la contaminacién del entorno o
sustancias toxicas que ingerimos o inhalamos lo que aumenta la

concentracion de radicales con un resultado altamente dafino.
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CAPITULO II:
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion
2.1.1. Antecedentes Nacionales

La investigacion realizada por Raul R. Evaluacion de la
actividad antioxidante y determinacién de polifenoles
totales in vitro, de las hojas de ocho morfotipos de bixa
Orellana. Iquitos: Universidad Nacional De La Amazonia
Peruana. Facultad de Farmacia y Bioquimica; 2012. Hace
referencia al porcentaje de capacidad antioxidante de 8 tipos
de Bixa Orellana obteniéndose como promedio 83.7 a una
concentracion de 2,5 mg/ml utilizando el radical DDPH , el

extracto utilizado para los 8 morfotipos fue el metanolico. °

La investigacion realizada por Rojas Juan P, Ronceros Sergio
G, Palacios O. Evaluacion in vitro de la actividad
antileishmaniasica del extracto metandlico de siete plantas
medicinales. Ciencia e Investigacion 2012; 15(2): 90-95.hace
referencia a los géneros Annona cherimola (chirimoya), Annona
muricata (guanabana) para la actividad antileishmaniasica in
vitro del extracto metandlico y su efecto sobre la produccion de
oxido nitrico en macroéfagos.

La produccion de Oxido nitrico por los macréfagos fue
incrementada  significativamente por efecto de Annona
cherimola, que produjo la concentracién de 13,50 + 1,50 uM en

comparacion con 4,90 + 0,10 uM del control (p < 0,001). *°

La investigacion realizada por Huamani M, Ruiz J.

Determinacion de la actividad antifiungica contra Candida

17



albicans y Aspergillus niger de 10 plantas medicinales de 3
departamentos del Pert [Tesis].Lima: Universidad Nacional
De La Amazonia Peruana. Facultad de Farmacia y Bioquimica;
2005. Hace referencia a la actividad antifungica de los
generos; Annona cherimolia Mill. (hojas), Annona muricata
L.(corteza y hojas), la actividad antifungica se evaluo mediante
los métodos de difusion en agar y dilucibn en agar para la
determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI), los
microorganismos usados fueron la Candida albicans ATCC
10231 y Aspergillus niger ATCC 16404, indican que el
exctracto etanolico no presentan actividad antifungica frente a

estas dos cepas de hongos. ™

2.1.2. Antecedentes internacionales

La investigacion realizada por Ayala A. Sensibilidad a
extractos vegetales de patégenos nosocomiales aislados
del hardware de computadoras, con énfasis en bacterias
drogorresistentes. Centro de Investigaciones de Recursos
Naturales de la Amazonia de la UNAP 2013. Dicha
investigaciéon realiza un estudio de las bacterias
drogorresistentes aisladas en los diferentes hardware de
computadoras ( mouse, teclados, monitores) y reportan un halo
de inhibicién maximo de 15 mm de didmetro sobre
Staphylococcus aureus con el extracto de la corteza de la

guanabana. *

La investigacién realizada por Rodriguez A y colaboradores
Efecto antifUngico de extractos fendélicos y de carotenoides
de chiltepin (Capsicum annum var. glabriusculum). Instituto
de Ciencias Agricolas, Universidad Autonoma de Baja
California (ICA-UABC), California, México .2015 dicha

18



investigacion indican que los extractos fendlicos y
carotenoides de chiltepin mostraron un efecto diferencial sobre
el crecimiento y la germinacion de conidios de A. alternata y F.
oxysporum, dos hongos de importancia agricola. Dada la

presencia de estos metabolitos secundarios en el chiltepin. %

La investigacion realizada por Schlie guzman M, Gonzélez
Esquinca A, Luna Cazares M. Las acetogeninas de
annonaceae: efecto antiproliferativo en lineas celulares
neoplésicas. Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas
Medicinales y Aromaticas. 2009; 8 (4): 245 — 257, Dicha
investigacion presenta los diversos usos de las acetogeninas
son variadas, desde su utilidad para comprender mejor los
mecanismos de transferencia energética en el complejo |
mitocondrial, hasta el desarrollo de productos para el control de
insectos vectores de enfermedades de importancia médica y
plagas de la agricultura. Asi como también de farmacos
oncoldégicos, para definir su utilidad en el tratamiento contra el
cancer, ademas indican que es indispensable incrementar los
trabajos con modelos experimentales, contestando preguntas

como su seguridad, vehiculos y vias de administracion.*®

La investigacion realizada por Paladino Silvia C, Zuritz Carlos
A. Actividad antioxidante de los compuestos fendlicos
contenidos en las semillas de la vid (Vitis vinifera 1.).
Revista de la Facultad de Ciencias Agrarias. Universidad
Nacional de Cuyo.2004; 44 (2):85-93, dicha investigacion
refiere que existe una mayor actividad antioxidante de las
semillas de la uva en comparacion con las hojas y depende de
la concentracion de los fenoles, cuanto mayor es la
concentracion fenolica, mayor es el poder reductor

observado.**
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La investigacion realizada por Martinez E, Florez Y.
Obtencion y evaluaciéon de extractos bioactivos presentes
en semillas de Annona muricata de la region cafetera.
[Tesis].Pereira:  Universidad Tecnologica. Facultad De
Tecnologia; 2010, esta investigacion se refiere a la preparacion
de Annona muricata con el fin de evaluar su toxicidad en larvas
del mosquito culex, se llega a la conclusion de que la toxicidad

se debe a las acetogeninas presentes en el extracto.?

Segun el Comité Nacional de Laboratorios Clinicos
Estandar de los Estados Unidos de Norteamérica (National
Committee for Clinical Laboratory Standards). MIC testing
supplemental tables. Document indican que el medicamento
ciprofloxacino produce un halo de inhibicibn de: <15mm
(resistente), 16 -20mm (intermedia) y >21mm (sensible) sobre

Escherichia coli y Staphylococcus aureus.
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2.2. Bases Teobricas:

2.2.1. Aspectos botanicos de la especie en estudio.

A. Clasificacién taxondmica

Segun el Herbarium Areqgvipense (HUSA) la clasificacion

taxonomica queda segun la tabla N°1

Tabla N°1: Clasificacién taxondmica

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Magnoliidae

Orden Magnoliales
Familia Annonoceae
Género Annona

Especie Annona muricata L.

Fuente: Constancia proporcionada por el Herbarium
Areqgvipense (HUSA) (Adjunto 1)

B. Descripcion botanica.

El &rbol alcanza entre 8 y 12 m. de altura y su corona es poco
ramificada. Las hojas tienen forma de laurel. Las flores son
oblongas y tienen tres sépalos y pétalos de color verde y
amarillo.

El fruto semejante a la chirimoya es asimétrico y ovoide,
elipsoide 0 maso menos triangular de 15 — 35cm de largo por
10 — 14 cm de diametro, es muy delicada, de color verde
oscuro de cascara muy delgada. Se debe cosechar antes de

estar madura. La pulpa es blanca, cremosa, carnosa, jugosa y
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ligeramente acida, mide 20-30 cm. de largo, pudiendo pesar
2,5 kg. 1> 1

e Flores: Nacen solitarias 0 en pares en tallitos cortos que
brotan de las ramas viejas .Los 3 sépalos miden de 2 a 3
mm de largo. Los 3 pétalos externos muy anchos vy
coriaceos, amarillos, miden 2 a 3 cm. de largo por 3 cm de
ancho, y estan colocados alternando con los primeros. El
receptaculo es grande, pubescente, y contiene numerosos
estambres en la base y ovarios en la parte superior. Las
flores de esta especie se abren al amanecer, cuando las
anteras estan iniciando la expulsién del polen; los pétalos
externos caen algunas horas después, y los internos duran

unos dfas mas o a veces caen juntos.’

e Fruto: Es el mas grande en el género, llegando a medir
hasta 40 cm de largo elipsoidal u ovoide, a menudo
asimétrico en el apice debido a la polinizacion deficiente. Los
carpelos aparecen separados por un surco fino, y en la
mayoria llevan al centro una espina, curva hacia abajo,
aunque hay variedades de frutos casi lisos. La superficie,
aun en la madurez, es verde brillante, En la estructura
interna no difiere de la Annona cherimola (chirimoya),
excepto en que la capa de esclerénquima permite remover la
cascara mas facilmente. Los carpelos tienen pulpa blanca,
jugosa y acida, muy aromatica y rica en acido ascorbico,
lactico, mélico y citrico. Ademas contiene minerales vy

vitaminas como el hierro, fosforo, calcio, vitamina A, B1, B2y
C 17,18

e Semillas: Son ovoides y aplanadas, de 15 a 20 mm de largo

con testa oscura y brillante.

22



Grafico N° 1: Semillas de guanéabana

Fuente: Elaboracion propia

C. Distribucién geografica

La guanabana es oriunda del Per( y se cultiva en la mayor
parte de América tropical, pero generalmente como plantas
dispersas en los huertos.

También se planta en Hawai, la India, Filipinas y Australia. La
zona de produccion en el Peru es la selva central de
Chanchamayo.

e Habitat: Requiere una temperatura promedio de 25 a 28 °Cy
una precipitacion media anual de 1.000 a 3.000 mm bien
distribuida, aunque puede cultivarse en zonas con una
estacion seca moderada, siempre que se cuente con agua
de regadio. Este cultivo se puede desarrollar en campos
ubicados muy cercanos al litoral y hasta zonas con una
altitud no superior a los 1000 msnm, siendo la altura ideal
aqguellas zonas que se ubican entre los 400 a los 600 msnm.

e Los suelos en que se cultive guandbana comercialmente,
deben ser profundos, arenosos y con muy buen drenaje. Son
mas convenientes los suelos con pH entre 5,5y 6,5.18
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D. Propiedades y usos etnobotanicos

En los andes peruanos, las hojas de guanabana se usan para
el catarro y la semilla machacada es usada para eliminar los
parasitos. En la selva peruana las raices, corteza y hojas se
usan para la diabetes y como un sedante y antiespasmadico.
Las tribus de Guyana utilizan las hojas y/o corteza de
guanabana como sedante y tonico del corazon.

En el amazonas brasilefio, una infusién de hojas se usa para
problemas del higado y el aceite se fruta es mezclado con
aceite de aceituna y usado externamente para la neuralgia,
dolor reumatico y artritis. En Jamaica, Haiti y la India
occidental, el jugo de fruta y/o fruta se usa para la fiebre, los
parasitos, diarrea; y la corteza o las hojas se usan como
antiespasmodico, sedante y para condiciones nerviosas,
también para la gripe, asma, astenia, hipertension vy

paréasitos.*®

Numerosos principios bioactivos y fitoquimicos encontrados
en la guandbana confirman muchos de sus usos en la
medicina natural y han sido validados por estudios cientificos.
los estudios mas tempranos datan entre 1941 my 1962.
Varios estudios realizados por diferentes investigadores
demostraron que la corteza asi como también las hojas tenian
actividad hipotensora, antiespasmodica, vasodilatadora,
relajante muscular y actividades cardiodepresoras en
animales. Se ha verificado sus propiedades hipotensoras en
ratas con las hojas de guanabana; asi mismo las hojas, la
corteza, la raiz, y los extractos de guanabana poseen
actividad antibacterial in vitro contra niumeros patogenos y la

corteza tiene propiedades de antifingicas. %
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E. Componentes quimicos de la guanabana.

Los componentes quimicos del fruto son: agua, fibra, cenizas,
grasas, proteinas, almidon, vitamina C, azucares, potasio,
sodio, magnesio, fosforo, hierro, citrulina, arginina, acido
caproico, isoquinolonas (anonaina, anoniina, asimilobina).

Las hojas contienen lactonas como; Annohexocina,
Annomuricina A, B, C y E, Annomutacina, Annopentacinas A,
B y C, Muricoreacina, Gigantetronemina, Murihexocina Ay C,
Javoricina e Isoquinolonas como; Anonaina, Anoniina,
Atherospermine, Coreximina. También contien lipidos como:
acido gentisico, acido lignocerico, acido linoleico y acido
estearico.

Las acetogeninas de la hoja con actividad anticancerigena
son: bullatacin. Bullatacinone,muracoreacin, murihexacocin C,
annomuricin A, annomuricinB, muricatocin A, muricatocin C y
muricapentocin. Los componentes quimicos de la semilla:
lactonas, annomontacina, annonacina, annomuricatina,
annonacinona, javoricina. *°

Entre otros componentes, el fruto de la guanabana posee
vitaminas, minerales y aminodcidos esenciales, muy

importantes para la salud.

Cada 100 gramos la guanabana aporta: 1 gr. de proteina,
0.95 gr. De grasas, 16.5 grs. de carbohidratos, 3.2 grs. de
fibra, 58 grs. de cenizas, 10.3 mg de calcio, 26.9 mg de
fésforo, 270 mg de potasio, 0.64 mg de hierro, 2 IU de
Vitamina A, 28.5 mg de Vitamina C, 0.10 mg de tiamina, 0.06
mg de riboflavina, 1.3 mg de niacina, 11 mg de triptofano, 8
mg de metionina y 60 mg de lisina. Ademas, posee un gran
contenido de agua, por lo que esta cantidad representa un

aporte de sélo 65 calorias.
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Tabla N°:2 Composicién de la guandbana en pulpa solamente
(ICBF, 2005) y pulpay semilla (USDA, 2010)

Valor por 100g

Nutrientes Unidad Pulpa y
Pulpa )

semillas
Humedad g 95.60 81.16
Energia Kcal 14.00 66.00
Proteina g 0.20 1.00
Lipidos g 0.20 0.30

Carbohidratos
g 3.00 16.84
totales

Fibra total g 0.80 3.30
Vitamina c mg 10.07 20.60

FUENTE: Correa J, Ortiz D. Actividad antioxidante en guanabana
(Annona muricata |.) boletin latinoamericano y del Caribe de
plantas medicinales y aromaticas. 2012; 11 (2): 111 — 126.

F. Metabélitos con actividad antimicrobiana

Los metabdlitos secundarios con actividad antimicrobiana que
pueden estar presentes en los extractos vegetales son
terpenoides, compuestos fendlicos, fenil propanoides,
estilbenos, alcaloides y saponinas. Estos metabdlitos
secundarios tienen la ventaja de ser rdpidamente degradados
en el suelo, generalmente no presentan un efecto toxico en
mamiferos y pueden ser empleados en los sistemas de
agricultura organica y sustentable. Entre los metabdlitos
secundarios, los compuestos fenolicos (como fenoles y
flavonoides) se  caracterizan por tener  actividad

antimicrobiana. El efecto de estos compuestos se ha
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observado principalmente en hongos causantes de problemas
de salud en humanos.

Se considera que el mecanismo involucrado en la actividad
antimicrobiana frente a este tipo de patdégenos puede ser la
inactivacion de la sintesis de aminoacidos esenciales causada
por la interferencia en las reacciones del fosfoenolpiruvato, la
eritrosa-4-fosfato y el acido shiquimico, lo cual favorece la
produccion de triptéfano y disminuye la produccion de

fenilalanina o tirosina.!

. Estudio fitoquimico

El estudio Fitoquimico consisti6 en reacciones de coloracion
para la deteccion de compuestos se realizo mediante pruebas
fitoquimicas de caracterizacion. Segun los siguientes métodos
y procedimiento para observar presencia de: saponinas,
flavonoides, taninos y alcaloides, los que seran expresados
como: Trazas (+); Regular cantidad (++); Abundante cantidad
(+++). 22,23

Reactivo de Molish para monosacaridos. El acido sulfarico
con las pentosas y hexosas da furfural o 5-(hidroximetil)-
furfural. Estos furfurales se condensan con a-naftol formando
cromdgenos, que con el acido sulfarico dan compuestos
quinoideos de color violeta.

Cloruro férrico para fenoles y &cidos hidroxamicos. Los
fenoles reacciona con el tricloro de hierro (FeCls) para dar
sales ferricas fenoxidicas coloreadas (azul-verde — violeta).
Los acidos hidroxamicos presentan coloracion roja.

Reactivo de gelatina- sal para taninos. Ocurre la hidrolisis del

tanino dando un compuesto fendlico y un azlcar.
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¢ Ninhidrina para aminoacidos, sales de amonio y anilina. Los
alfa aminoacidos en solucion acuosa calentados en presencia
de ninhidrina producen un color azul- violeta. La ninhidrina
reacciona con el aminoacido formando una base de schiff, la
que se descompone liberando anhidrido carbonico, dando el
2-amono-1,3-dicetohidrindeno y un aldehido. La
aminodicetona (a un pH adecuado) se condensa con la
ninhidrina dando un producto coloreado.

e Prueba de shinoda para flavonoides. Los flavonoides al ser
tratados con acido clorhidrico y magnesio dan complejos
coloreados (de rojo a palido a oscuro). Al afiadir un poco de
alcohol isoamilico y agitar, el color pasa a la capa isoamilica.

e Reactivo de Borntrager para naftoquinonas, antraguinonas,
antronas o antranoles. Las soluciones bencénicas de
naftoquinonas, antraquinonas, antronas o0 antranoles son
amarillas y colorean de rojo las soluciones alcalinas. La
presencia de varios hidroxilos o dobles enlaces conjugados
tienen un efecto batocromico.

e El reactivo de Fehling, es una disolucion descubierta por el
quimico aleman Hermann von Fehling y que se utiliza como
reactivo para la determinacién de azlcares reductores. El licor
de Fehling consiste en dos soluciones acuosas: Sulfato
cuprico cristalizado, Sal de Seignette (tartrato mixto de potasio
y sodio), Ambas se guardan separadas hasta el momento de
Su uso para evitar la precipitacion del hidroxido de cobre (lI).
El ensayo con el licor de Fehling se fundamenta en el poder
reductor del grupo carbonilo de un aldehido. Este se oxida a
un acido carboxilico y reduce la sal de cobre (lI) en medio
alcalino a oxido de cobre (1), que forma un precipitado de color
rojo. Un aspecto importante de esta reaccion es gque la forma

aldehido puede detectarse facilmente aunque exista en muy
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pequefia cantidad. Si un azucar reduce el licor de Fehling a
oxido de cobre (1) rojo, se dice que es un azucar reductor.

e Reactivo de dragendorff para alcaloides y aminas terciarias.
Formacion de yoduro doble colorido y en algunos casos
insoluble, de formula general Bil3-B.HI, donde B es la
molécula de alcaloide.

e Reactivo de Mayer para alcaloides. Precipitacion con un ion
grande, formacién de un yoduro doble, de formula general
Hgl,-B.HI, donde B es la molécula de alcaloide ( precipitado
blanco).

e Prueba de la espuma para esteroides y saponinas
triterpenoides. Las saponinas tienen la propiedad de disminuir
la tensién superficial dela agua por lo que sus soluciones

acuosas producen espuma, de manera similar al jabon.

2.2.2. Antioxidantes

Los Antioxidantes son compuestos los cuales pueden inhibir o
retardar la oxidacién de otras moléculas inhibiendo la iniciacion y/o
propagacion de las reacciones en cadena de los radicales libres.
Los antioxidantes se dividen en dos categorias principalmente que
son: sintéticos y naturales. En general los antioxidantes sintéticos
son compuestos de estructuras fendlicas con varios grados de
sustitucion alquilica, mientras que los antioxidantes naturales
pueden ser: compuestos fendlicos (tocoferoles, flavonoides y
acidos fendlicos), compuestos nitrogenados (alcaloides, derivados
de la clorofila, aminoacidos y aminas) o carotenoides asi como el
acido ascoérbico. Los antioxidantes sintéticos como el BHA y BHT
(Butil — hidroxianisol y Butil - hidroxitolueno) han sido utilizados
como antioxidantes desde principios del siglo pasado. Sin
embargo, se han impuesto medidas de precauciéon y se ha

restringido su uso debido a su carcinogenicidad. Debido a esto, el
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interés por los antioxidantes naturales se ha incrementado
considerablemente ya que la capacidad de actuar como
antioxidante se ha demostrado en el laboratorio y mencionado en

la literatura.

Muchos antioxidantes naturales, en especial los flavonoides,
muestran un amplio rango de efectos biologicos incluyendo
funciones antibacteriales, antivirales, antiinflamatorias,
antialergénicas, antitrombdticas y vasodilatadores. Una terapia
antioxidante provee una alternativa barata para el tratamiento de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo ya que se ha
demostrado el efecto antioxidante de productos naturales
provenientes de las plantas. La actividad antioxidante y su relacion
con la propiedad curativa de una gran cantidad de plantas
medicinales ha sido reportada en diversas investigaciones. Existe
muchos métodos para medir la capacidad antioxidante de una
especie 0 sustancia, un método muy usado se basa en la
estabilidad del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) la cual se
atribuye a la deslocalizaciébn del electron desapareado, esta
deslocalizacion también le otorga una coloracién violeta
caracterizada por una banda de absorcion, en solucién etandlica,
centrada alrededor de 520 nm . Cuando una disolucién de DPPH
entra en contacto con una sustancia que puede donar una atomo
de hidrégeno o con otra especie radical (R.) se produce la forma
reducida DPPH-H 6 DPPH-R con la consecuente pérdida del color

y por lo tanto la pérdida de la absorbancia.?*
A. Antioxidantes en alimentos
En el organismo se produce un equilibrio entre

oxidantes/antioxidantes, cuando este equilibrio se rompe a

favor de los oxidantes se produce un estrés oxidativo el cual
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esta implicado en muchos procesos fisiopatolégicos, por tanto,
es de vital importancia el consumo de alimentos que contengan
antioxidantes naturales y de esta manera se pueda mantener el
equilibrio entre oxidantes/antioxidantes o incluso esté a favor
de los antioxidantes. Ademds, si tenemos en cuenta que
durante la vida se produce un equilibrio entre oxidantes y
antioxidantes, y a medida que el individuo envejece dicho
balance esta a favor de los oxidantes, es de vital importancia
un consumo de alimentos ricos en antioxidantes naturales para

contrarrestarlos.?®

B. Antioxidantes indispensables para la salud

En los ultimos afios ha cobrado especial interés, el estudio de
la actividad biologica de los polifenoles y en especial la
evaluacion de la capacidad antioxidante asociada a ellos. Los
polifenoles en vegetales, frutas y té pueden prevenir
enfermedades degenerativas, incluyendo canceres, con la

accion antioxidante. ©

El cancer y las enfermedades cardiovasculares son las
principales causas de muertes en la civilizacion occidental.
Numerosas investigaciones epidemiolégicas y estudios
experimentales han demostrado que el aumento en el consumo
de frutas y legumbres ayuda en la prevencion de muertes por
estas enfermedades. El efecto beneficioso de los alimentos
vegetales se atribuye principalmente a sustancias con actividad
antioxidante, como los compuestos polifendlicos, el &acido
ascorbico (vitamina C), los carotenoides y la vitamina E. Se ha
sugerido que estas sustancias aumentan la defensa
antioxidante del organismo, contra el “estrés oxidativo”,

responsable de diferentes tipos de dafios celulares. =
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Los antioxidantes polifendlicos se encuentran comunmente en

vegetales, pero sus concentraciones son mas altas en las

frutas.El vino tinto, el arandano (Vaccinium corymbosum) y la

uva de mesa (Vitis vinifera) se han promovido mucho como

alimentos que previenen la arterosclerosis y el cancer, por su

alto contenido de compuestos polifendlicos. En las regiones

tropicales no es costumbre consumir vino y no se cultiva la uva

ni el ardndano, pero existen muchas variedades de frutas que

se consumen directamente o como jugo. %°

C. Determinaciéon de la actividad antioxidante

Capacidad antioxidante mediante la prueba de DPPH- (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Este método fue propuesto por Blois (1958) en el cual se
demostré por primera vez la capacidad del radical libre
DPPH para aceptar un atomo de hidrogeno (H) proveniente
de una molécula de cisteina. La molécula 1,1-difenil-2-picril-
hidrazilo (DPPH) es conocida como un radical libre estable
debido a la deslocalizacion de un electréon desapareado
sobre la molécula completa, por lo cual la molécula no se
dimeriza, como es el caso de la mayoria de los radicales
libres. La deslocalizacion del electron también intensifica el
color violeta intenso tipico del radical, el cual absorbe en
metanol a 517 nm. Cuando la solucién de DPPH reacciona
con el sustrato antioxidante que puede donar un atomo de
hidrogeno como se muestra en la figura 8, el color violeta se
desvanece. ElI cambio de color es monitoreado
espectrofotométricamente 'y es utilizado para la
determinacion de los parametros para las propiedades

antioxidantes. & 2728
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Grafico N°2: Mecanismo de accién del DPPH con sustancias

antioxidantes (RH)

NO, NO,
- O
O:N N—N + A-H O,N N—N + A
. O O

NO,

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre) 1,1-dife nil-2-picrilhidrazilo (no radical)

Morado "
Amarillo

Fuente: CIBN (centro de investigacion de bioquimica y nutricion). Capacidad
atrapadora de radicales libres. Primer curso nacional teorico practico:
Antioxidantes en recursos fitoterapeuticos. Facultad de medicina.
Universidad nacional Mayor de San Marcos.2006.

La evaluacién de la actividad antioxidante se expresa como
porcentaje, y se determina de acuerdo a la siguiente férmula:
%AA= 100 - | (Am-Ab) 100/ Acontrol |

Donde,

% AA : Porcentaje de actividad antioxidante
Am: Absorbancia de la muestra
Ab: Absorbancia del blanco

Acontrol; Absorbancia del reactivo DPPH

La relacion (Am - Ab)/Acontrol nos indica el exceso de DPPH
gue no ha reaccionado con los compuestos antioxidantes en la

muestra (muestra pura o extracto).*
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2.2.3. Escherichia Coli

E. coli es una de las especies bacterianas mas minuciosamente
estudiadas, y no solamente por sus capacidades patogénicas, sino
también como sustrato y modelo de investigaciones metabdlicas,
genéticas, poblacionales y de diversa indole (Neidhardt, 1999).
Forma parte de la familia Enterobacteriaceae (Ewing, 1985). Ella
esta integrada por bacilos Gram negativos no esporulados, méviles
con flagelos peritricos o inmoviles, aerobios-anaerobios
facultativos, capaces de crecer en agar Mac Conkey y en medios
simples con o sin agregado de NaCl, fermentadores y oxidativos en
medios con glucosa u otros carbohidratos, catalasa positivos,
oxidasa negativos, reductores de nitratos a nitritos, y poseedores
de una proporcion G+C de 39 a 59% en su DNA. Se trata de
bacterias de rapido crecimiento y amplia distribucion en el suelo, el
agua, vegetales y gran variedad de animales. En conjunto, la
importancia de las enterobacterias en patologia humana puede
cuantificarse constatando que constituyen el 50%
aproximadamente de todos los aislamientos clinicamente
significativos en los laboratorios microbiolégicos, y hasta el 80% de
todos los bacilos Gram negativos identificados. Integran también
esta familia otros géneros que se consideran en otros capitulos por
su asociacion con infecciones intestinales, como son Salmonella,
Shigella y Yersinia. E. coli es la especie tipo del género
Escherichia. Incluye gérmenes generalmente moviles, que
producen acido y gas a partir de la glucosa, la arabinosa, y

habitualmente de la lactosa y otros azlcares. %3
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Tabla N°:3 Caracteristicas generales de E. coli

Morfologia y tincion Bacilos Gram -
Movilidad Peritricos
Relacion con el O2 Aerobios — Anaerobios
Facultativos
Requerimientos nutricionales No exigentes
Catalasa (+)
Oxidasa )
Nitratos a nitritos +)
Glucosa (+)
Lactosa (+)
Arabinosa (+)
Citrato )
Acetato (+)
Ureasa )
H2S )
Fenilalanina (-)
Indol (+)
Lisina decarboxilasa (+)

FUENTE: Okeke IN, Nataro JP. Enteroaggregative Escherichia coli.
Lancet Infect. Dis. Dec. 2001;1(5): 304-313.

A. Patogenia

Las cepas de Escherichia coli patdgeno entérico, y en particular los
enteropatdgenos clasicos (EPEC) son la causa principal de diarrea
en los paises pobres, y llevan a la muerte de cerca de un millén de

nifios por afio.*
E. coli puede ser causa de enfermedad enddgena en pacientes

debilitados o en situacion de alteracion de la pared intestinal

(peritonitis, sepsis, etc.), pero las infecciones entéricas provocadas
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por este germen no son causadas por las cepas que habitan
normalmente el intestino, sino por lineas especialmente patdgenas
en esta localizacion (Nataro y Kaper, 1998, Tabla 2), que se
transmiten por via fecaloral de persona a persona o a través del

agua y alimentos. *

E. coli coloniza el tracto gastrointestinal a las pocas horas de vida
del nifio, y establece con el huésped una relacién estable de mutuo
beneficio (Drasar y Hill, 1974). Como integrante de la flora normal
del hombre y de muchos animales, se lo considera un germen
indicador de contaminacion fecal cuando esta presente en el
ambiente, agua y alimentos, junto con otros similares agrupados
bajo la denominacién de "bacterias coliformes". Estas son
enterobacterias que pertenecen al género Escherichia y a otros
relacionados como Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter o Serratia,
y que tienen en comun la capacidad de fermentar la lactosa en un
lapso no mayor de 48 horas, con produccion de &acido y gas. Son
gérmenes de gran ubicuidad y capacidad de proliferacion, y a la
vez de facil cultivo e identificacién, y por lo tanto muy atiles como
indicadores de contaminacién, pero no son enteropatégenos como
grupo (como tampoco lo es E.coli), y por lo tanto su presencia en
alimentos, ambiente o pacientes no certifica la etiologia de una

infeccion intestinal o un brote de ETA. 3233

2.2.4. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, conocido como estafilococo aureo, o
comunmente estafilococo dorado, es una bacteria anaerobia
facultativa, gran positiva, productora de coagulasa, catalasa,
inmovil y no esporulada que se encuentra ampliamente distribuida
por todo el mundo, estimandose que una de cada tres personas se

hallan colonizadas, aunque no infectadas, por ella.
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Puede producir una amplia gama de enfermedades, que van desde
infecciones cutaneas y de las mucosas relativamente benignas,
tales como foliculitis, forunculosis o0 conjuntivitis, hasta
enfermedades de riesgo vital, como celulitis, abscesos profundos,
osteomielitis, meningitis, sepsis, endocarditis 0 neumonia. Ademas,
también puede afectar al aparato gastrointestinal, ya sea por
presencia fisica de Staphylococcus aureus o por la ingesta de la

enterotoxina estafilocdcica secretada por la bacteria. **

En la actualidad, este microorganismo se encuentra como el
principal causante de las infecciones nosocomiales. Esta situacion
se ve favorecida por el hecho de que esta especie habita tanto en
las mucosas como en la piel de los seres humanos, lo que permite
que a través de las heridas quirdrgicas pueda penetrar en el
torrente sanguineo del paciente por medio del contacto directo o
indirecto con el personal sanitario, con un objeto contaminado o

incluso con otro paciente. %

. Patogenia

S. aureus es un patdgeno pidégeno conocido por su capacidad de
formar abscesos en los focos de infeccion tanto locales como
metastasicos. Esta respuesta patoldgica clasica a S. aureus define
el marco dentro del que evolucionara la infeccion. Las bacterias de
este tipo desencadenan una reaccion inflamatoria que se
caracteriza al principio por una respuesta intensa de leucocitos
polimorfonucleares (PMN) y una infiltracién ulterior de macréfagos
y fibroblastos. Si la respuesta celular del hospedador (incluido el
deposito de fibrina y colagena) no frena la infeccion, ésta se

propaga a los tejidos vecinos o al torrente circulatorio.®
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Generalmente la adquisicion puede ser exdgena o enddgena. La
transmision exdégena puede llevarse a cabo a través de la
contaminacion de tejido traumatizado (heridas o quemaduras); a
través de la introduccion al tejido de material médico contaminado
y la ingestion de alimentos o leche contaminados. Por otro lado
infeccion endogena se trata de la entrada de microorganismos
desde la piel, a través de fracturas, heridas o cuerpos extrafios
desde un lugar en donde el microorganismo es comensal. La
infeccion se ve favorecida en cualquier caso, si el paciente es
inmunodeprimido, tiene diabetes, malnutricidbn o cursa una terapia

antibiética de amplio espectro.*’

2.2.5. Los Antibiogramas

Los antibiogramas son métodos in vitro que determinan la
susceptibilidad de los microorganismos a una variedad de agentes
antimicrobianos, bajo condiciones de laboratorio especifica y
estandarizada. La meta principal del estudio de susceptibilidad es
proveer al clinico algunas recomendaciones sobre la terapia que
puede ser mas apropiada en pacientes con una infeccién
especifica. No obstante, la correlacion exacta entre los resultados
in vitro y la respuesta clinica es muchas veces dificil de predecir, ya
que existen numerosos factores que influencian la interaccién de
los agentes antimicrobianos y los microorganismos en un
determinado paciente.

La metodologia usada para realizar el antibiograma toma en
consideracion algunos de estos factores para determinar mas
eficientemente cdmo un microorganismo podria responder in vivo a
un determinado antibidtico.

Existen diversos métodos para determinar la sensibilidad
bacteriana a los antibioticos, presentando ademas cada uno de

estos métodos, multiples variantes. Cualquiera que sea el método
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seleccionado, el medio de cultivo a emplear ha de ser aquel que
permita un buen desarrollo del microorganismo cuya sensibilidad
se determina y ademas no debe ejercer ningun efecto inhibidor
sobre la actividad antibacteriana de los antibidticos o
quimioterapicos ensayados. De los métodos existentes, el mas
popular es el del disco de papel. La variante mas utilizada de este
meétodo es la de Kirby Bauer, la cual consiste en utilizar una sola
concentracion de antibiotico y medir el tamafio de la zona de

inhibicion. 38
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Tabla 4. Interpretacion del método de KIRBY BAUER

Agente antimicrobiano

Contenido del

Diametro de la zona de inhibicién en mm

disco
Resistente Intermedio | Sensible
<0-= >0=
BETALACTAMICOS, PENICILINAS
Ampicilina Enterobacteriaceae 10 ug 13 14-16 17
Ampicilina Estafilococos 10 pg 28 29
Oxacilina Estafilococos 1 ug 10 11-12 13
Penicilina G Estafilococos 10U 28 29
Penicilina Estreptococos B 10U 19 20-27 28
hemoliticos
Penicilina Enterococos 10U 14 15
COMBIN. CON INHIBIDORES B-LACTAMASA
Amoxicilina/ Acido Clavulénico 20/10 pg 19 20
Estafilococos
Amoxicilina / 20/10 pg 13 14-17 18
Enterobacteriaceae
Ampicilina / Sulbactama 10/10 pg 11 12-14 15
Piperacilina / Tazobactama 100/10 ug 17 18-20 21
Enterobacterias
Piperacilina / Pseudomonas 100/10 pg 17 18
aeruginosa
CEFALOSPORINAS

Cefaclor 30 pg 14 15-17 18
Cefazolina 30 ug 14 15-17 18
Cefepima 30 ug 14 15-17 18
Cefixima 5 ug 15 16-18 19
Cefoperazona 75 ug 15 16-20 21

QUINOLONAS
Ciprofloxacina 5 ug 15 16-20 21
Fleroxacina 5ug 15 16-18 19
Nalidixico Acido 30 pg 13 14-18 19
Norfloxacina 10 yg 12 13-16 17
Ofloxacina 5 ug 12 13-15 16
Trovafloxacina 10 pg 13 14-16 17

CARBAPENEMS
Imipenem 10 ug 13 14-15 16
Meropenem 10 pg 13 14-15 16
MONOBACTAMAS
Aztreonam 30 ug | 15 16-21 22
Glicopéptidos
Teicoplanina 30 ug 10 11-13 14
Vancomicina enterococos 30 ug 14 15-16 17
Vancomicina estafilococos 30 pg 15
AMINOGLUCOSIDOS

Amicacina 30 ug 14 15-16 17
Gentamicina 10 yg 12 13-14 15
Kanamicina 30 pg 13 14-17 18
Netilmicina 30 ug 12 13-14 15

MACROLIDOS
Azitromicina 15 ug 13 14-17 18
Claritromicina 15 ug 13 14-17 18
Eritromicina 15 ug 13 14-22 23

FUENTE: Comité Nacional

de Laboratorios Clinicos Estandar de

los

Estados Unidos de Norteamérica (National Committee for
Clinical Laboratory Standards) NCCLS.
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Tabla 5. Patrones estandar del halo de inhibicion para la cepa E.
coli ATCC25922 empleada como control de calidad

Antimicrobiano Carga del | Diametro del halo de inhibicion (mm)

disco (ug) | Resistente | Intermedia | Sensible
Ampicilina 10 <13 14 -16 >17
Cefalotina 30 <14 15 -17 >18
Cefazolina 30 <14 15-17 >18
Gentamicina 10 <12 13-14 >15
Cefoxitina 30 <14 15-17 >18
Cefotetan 30 <12 13 -15 >16
Cefmetazol 30 <12 13-15 >16
Cefoperazona 75 <15 16 -20 >21
Cefotaxima 30 <14 15 -22 >23
Ceftizoxima 30 <14 15-19 >20
Ceftriaxona 30 <13 14 -20 >21
Cefepima 30 <14 15 -17 >18
Imipenem 10 <13 14 -15 >16
Meropenem 10 <13 14 -15 >16
Amikacina 30 <14 15-16 >17
Ciprofloxacino 5 <15 16 -20 >21
Levofloxacino 5 <13 14 -16 >17

FUENTE: Comité Nacional de Laboratorios Clinicos Estandar de

los Estados

Unidos de Norteamérica

(National

Committee for Clinical Laboratory Standards) NCCLS.
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Tabla 6. Patrones estandar del halo de inhibicién para la cepa S. aureus

ATCC 25923 empleada como control de calidad

Carga del Diametro del halo de inhibicion
Antimicrobiano
disco (mm)
(ug) Resistente | Intermedia | Sensible

Vancomicina 30 >15
Teicoplanina 30 <11 11-13 >14
Eritromicina 15 <13 14-22 >23
Claritromicina 15 <13 14-17 >18
Azitromicina 15 <13 14-17 >18
Clindamicina 2 <14 15 -20 >21
Trimetoprim / 1,25/23,75 <10 11-15 >16
sulfametoxazol
Gentamicina 10 <12 13-14 >15
Ciprofloxacino 5 <15 16 -20 >21
Ofloxacino 5 <12 13 -15 >16
Levofloxacino 5 <13 14 -16 >17
Cloranfenicol 30 <12 13 -17 >18
Rifampicina 5 <16 17 -19 >20
Tetraciclina 30 <14 15-18 >19
Norfloxacino 10 <12 13-16 >17
Lomefloxacino 10 <18 19-21 >22
Nitrofurantoina 300 <14 15-16 >17
Sulfisoxazol 250 o 300 <12 13-16 >17
Trimetoprim 5 <10 11-15 >16
Penicilina G 10U <18 >29

FUENTE: Comité Nacional de Laboratorios Clinicos Estandar de
(National
Committee for Clinical Laboratory Standards) NCCLS.

los

Estados

Unidos

de

Norteamérica
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2.2.6. Estudio Microbiolégico %3

Se realizo mediante el método de difusibn en agar, mediante la
técnica excavacion de pocitos de 6mm de diametro. Segun (Kirby —
Bauer) este método fue utilizado para determinar la actividad
antibacteriana del extracto etanolico de las semillas de

guanabana.
Procedimiento

e Preparacion de los inoculos; las cepas correspondientes a
Staphylococcus aureus y Escherichia coli de no mas de 16
horas de incubacion fueron suspendidas en suero fisiologico
estéril hasta alcanzar una concentracion equivalente a 0.5 de
la escala de Mac Farland.

e Reconstitucion del extracto seco: se preparé una solucion
stock a razén de 100mg ml™ en etanol 70% a partir de esta
concentracion se prepararon las diluciones siguientes
25mg/mL, 50mg/mL y 75mg/mL .

e Preparacion del medio de cultivo: luego de la preparacion
del agar (TSA) de acuerdo con las indicaciones del fabricante
se inoculo las suspensiones de microorganismos de prueba
cuando la temperatura del agar alcanzé a 45°C y se distribuyo
en las placas.

e Actividad antibacteriana: en condiciones de suma esterilidad

se procedié a sembrar por incorporacion o vertido en la placa.

Se utilizo como control negativo 100uL de etanol al 70% y

como control positivo discos de ciprofloxacino.
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2.3. Definicion de Términos Basicos ™ 171®

= Antibacteriano: El término se refiere a una sustancia cuyas
propiedades son capaces de eliminar agentes bacterianos o la
inhibicion de su crecimiento o proliferacion sin incurrir en el dafio
del objeto, ambiente u organismo que las porta.

» Actividad biocida: se define como la capacidad que posee un
farmaco o compuesto natural de inhibir el crecimiento de
microorganismos.

» Antioxidante: Compuesto quimico que el cuerpo usa para eliminar
los radicales libres sobrantes.

» Acetogeninas: Son una clase de policétidos, productos naturales
encontrados en las plantas de la familia Annonaceae. Se
caracterizan por cadenas lineales de 32 o 34 carbonos que
contienen grupos funcionales oxigenados incluyendo hidroxilos,
cetonas, epoxidos, tetrahidrofuranos y tetrahidropiranos.

= Concentracion Inhibitoria Minima: Se define como la
concentracion minima del agente antimicrobiano que es capaz de
inhibir el crecimiento del microrganismo.

= Concentracion Bactericida minima: Se define como la menos
concentracion del antimicrobiano estudiado capaz de destruir un
inoculo de 105 bacterias en 1 ml de medio de cultivo tras 24 horas
de incubacion

» Fenoles: Los fenoles o compuestos fendlicos son compuestos
organicos en cuyas estructuras moleculares contienen al menos un
grupo fenol, un anillo aroméatico unido a al menos un grupo
funcional.

» Farmacocinética: Es la rama de la farmacologia que estudia los
procesos a los que un farmaco es sometido a través de su paso
por el organismo. Trata de dilucidar qué sucede con un farmaco
desde el momento en el que es administrado hasta su total

eliminacién del cuerpo.
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* Inmunodepresion: Situacién general patolégica del organismo,
espontanea o provocada, en la que hay una disminucion de las
defensas del sistema inmunoldégico.

» Lactonas: Una lactona es un compuesto organico del tipo éster
ciclico. Se forma como producto de la condensacién de un grupo

alcohol con un grupo acido carboxilico en una misma molécula.
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CAPITULO 1l
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Tipo de Investigacion
Aplicada

3.2. Nivel de Investigacion
Descriptiva y explicativa:: busca identificar las propiedades del
producto a estudiar, o cualquier otro fenémeno que se mida en cada
uno de sus propiedades independientemente, para asi describir lo
que se desea investigar.

3.3. Método de Investigacion

Deductivo por tener una vision completa de sus principales

caracteristicas.

3.4. Disefio de Investigacion

No experimental: Porque no se influye en las variables para medir el

efecto solo se describe el fenédmeno.

3.5. Poblacion y Muestreo de la Investigacion
3.5.1 Poblacion:

Conjunto de semillas del fruto de la guanabana que se
comercializa en el mercado central San Camilo de la ciudad

de Arequipa.

46



3.5.2 Muestra.

Se emplearon aproximadamente

300 gramos de las

semillas del fruto de la guanabana que fueron adquiridas en

el mercado central San Camilo de la ciudad de Arequipa.

3.6. Variables e Indicadores

Tabla N° 7: Variables e indicadores

(Y)

muricata L. (Guanabana).

VARIABLES Indicadores
Variable Efecto del extracto etanodlico | = Presencia de
Independiente de las semillas Annona| metabolitos con

actividad antioxidante

y antibacteriana.

Variable

Dependiente (X)

Actividad antioxidante del
extracto etanodlico de las
de

muricata L. (guanabana).

semillas Annona

"% de captacion del
radical DPPH y
capacidad

antioxidante.

Actividad antibacteriana del
extracto etandlico de las
de

muricata L. (guanabana).

semillas Annona

=Diametro del halo de
del

crecimiento bacteriano

inhibicion

(mm).

Fuente: Elaboracion propia.
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3.7. Procedimiento, Técnicas e Instrumentos de Recoleccién de
Datos:

3.7.1 Procedimiento
A) Identificacion taxondmica de la muestra.

La identificacion taxondmica se realiz6 en el Herbarium
Aregvipense (HUSA) de la Universidad Nacional De San
Agustin. (Ver Adjunto 1)

B) Preparacion y acondicionamiento de la muestra.

- Seleccién de semillas: se apartaron las semillas enfermas de
las aparentemente sanas.

- Secado: bajo sombra a temperatura ambiente.

- Molido: Se realizdé en un mortero de porcelana, en donde se
fracciono el material vegetal logrando uniformidad.

- Conservacion: En frascos limpios secos de color ambar con

tapa hermética.
C) Preparacion del extracto etanolico

» Maceracién: Se coloco 300 gramos de semillas molidas en
un litro de etanol al 70% y se dejo a maceracion por 15 dias
a temperatura ambiente.

= Filtrado y Evaporacion: El macerado fue filtrado (Papel filtro
N°3), se le adicion6 solucibn de Buffer Fosfato para
equilibrar el pH del extracto para que sus principios activos
no sean alterados y posteriormente se llevé a evaporacion a

una temperatura no mayor a 37°C.
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D) Marcha fitoquimica del extracto

Se realizo la marcha fitoquimica del extracto etanolico de las

semillas de guanabana segun metodologia estandar.

E) Determinacion de la actividad antioxidante

Este ensayo fue realizado en el Centro de Investigacion de
Bioquimica y Nutriciobn de la Universidad Nacional Mayor de

San Marcos. (Ver adjunto 2)

F) Determinacién de la actividad antibacteriana

Este ensayo fue realizado en el Centro de Control Analitico
CENPROFARMA de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos. (Ver Adjunto 3)
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Grafico N° 3. Flujograma del trabajo experimental

RECOLECCION

SELECCION

SECADO

MOLIDO

MACERADO

EXTRACCION

FILTRACION

CONCENTRACION

EXTRACTO SECO

MARCHA
FITOQUIMICA

DETERMINACION

ANTIOXIDANTE

DE LA
CAPACIDAD

DETERMINACION
DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA

Fuente: elaboracion propia

3.7.2

Técnicas

Experimentales
Bibliograficas

Observacionales

3.7.3. Instrumentos: Ficha de recolecciéon de datos.
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CAPITULO IV

PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1 Resultados
4.1.1 Estudio Fitoguimico preliminar del extracto etandlico de las

semillas de guanabana.

En la tabla N°8 se presentan los resultados del estudio

fitoquimico del extracto analizado.

Tabla N° 8: Estudio Fitoquimico del extracto etandlico de las

semillas de guanéabana.

Reactivo Metabolitos secundarios | Resultados
Reactivo de Molish Carbohidratos (azucares) ++
Cloruro férrico Compuestos fenolicos ++
Gelatina Taninos ++
Shinoda Flavonoides ++
Borntrager Naftoquinonas, +

antraquinonas, antronas

Fehling azucares reductores ++
Dragendorff Alcaloides +
Mayer Alcaloides +

Prueba de la Espuma | Esteroides y saponinas -

Fuente: Elaboracion propia.

Leyenda:
+++: Abundante ++ : Regular
+ :Trazas - Ausencia
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4.1.2 Estudio de la actividad antioxidante del extracto etandlico

de las semillas de guanbana.

Los resultados del estudio de la actividad antioxidante se
expresan en porcentaje de captacion del radical DPPH vy
capacidad antioxidante equivalentes a trolox (TEAC-DPPH).

Tabla N°9: Porcentaje de captacion del radical DPPH y

capacidad antioxidante equivalentes a trolox

% captacion | |EAC-DPPH
Muestra Absorbancia : p. (ug/mg
antioxidante
extracto)
Extracto Promedio + DS Promedio + DS |Promedio + DS

etandlico de
las semillas de

guanabana

(2,5mg/mL)

0.234 0.010 |61.4 1.71| 1.03 0.05

Fuente: Elaboracién propia.

ANALISIS E INTERPRETACION

En la tabla N° 9 se analiz6 la capacidad antioxidante del
extracto, mejor es la actividad antioxidante cuanto mayor es el
porcentaje de captacién. Se tiene en cuenta que el compuesto
de referencia Trolox exhibe un porcentaje de captacion del 64.9
con una concentraciéon de 4.2 Ug/mL y el extracto tiene un
61.4% con 2.5mg/mL.
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4.1.3 Estudio de la actividad antibacteriana del extracto etandlico

de las semillas de guanbana.

En la tabla N° 10 y 11 se muestran los resultados del diametro

de los halos de inhibicion del extracto de guandbana frente a

Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Tabla N° 10: Resultados del estudio de la actividad antibacteriana del

extracto de las semillas de guanabana sobre cepas de Escherichia

coli ATCC 8739

Método de Difusion En Placa

Halos de inhibicion (mm)

sl sl c ! ol e |  |PROMEDO
(mm)
Concentracion | ) 37| 12.11 | 12.54 | 12.07 | 11.58 | 12.37 | 12,01
25mg/mL
Concentracion | ;g 69 | 18.99 | 18.23 | 18.47 | 17.86 [ 17.91|  18.36
50mg/mL
Concentracion | », 61 | 22.37 | 21.88 | 22.15 | 21.35 | 21.82 |  22.03
75mg/mL
Control () No presento
Solvente - - - i i i halo de
etanol 70% inhibicion
Control (+)
Jdiscosde 4520|3716 |39.84 | 35.29 | 39.70 | 34.70 37.24
Ciprofloxacino
Sug

Fuente: Elaboracion propia.

ANALISIS E INTERPRETACION

En la tabla N° 10 se reportan los resultados de los diametros de los halos

de inhibicion obtenidos en el estudio de la actividad antibacteriana del

extracto de semillas guandbana sobre Escherichia coli ATCC 8739 (1x

108UFC/mL ) se observa un halo de inhibicién mayor a 18mm cuando se

usan las concentraciones de 50mg/mL y 75mg/mL y de 12.01mm cuando

la concentracion del extracto es de 25mg/mL.
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Tabla N° 11: Resultados del estudio de la actividad
antibacteriana del extracto de las semillas de guanabana sobre
cepas Staphylococcus aureus ATCC6538

Método de Difusiéon En Placa

Halos de inhibicién (mm)

A B C D E F | PROMEDIO
(mm)
Concentracion | 15 oo | 1557 | 14.67 | 13.88 | 13.55 | 14.78 14.24
25mg/mL
Concentracion | 1o - | 1897 | 19.03 | 19.21 | 18.39 | 18.55 18.80
50mg/mL
Concentracion | 5 12| 5311 | 2257 | 22.78 | 22.98 | 23.15 23.00
75mg/mL
Control (-) No presento
Solvente - - - - - - halo de
etanol 70% inhibicién
Control (+)
discosde | 1914012 | 43.27 | 43.23 | 40.27 | 39.28 41.06
Ciprofloxacino
Sug

Fuente: Elaboracién propia.

ANALISIS E INTERPRETACION

En la tabla N°11 se reportan los resultados de los diametros de los halos
de inhibicion obtenidos del ensayo de la actividad antibacteriana del
extracto de semillas de guanabana frente a Staphylococcus aureus
ATCC6538 (1x 108UFC/mL ), se observo un halo de inhibicién mayor a
18mm cuando se usan las concentraciones de 50mg/mL y 75mg/mL y de

14.24mm cuando la concentracion del extracto fue de 25mg/mL.
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DISCUSION

Segun la tabla N° 8 se identificaron compuestos fendlicos, alcaloides y
saponinas que pueden ser los responsables de la actividad antibacteriana
observada esto es respaldado por la investigacion de Rodriguez A y
colaboradores Mexico 2015. Efecto antifungico de extractos fendlicos y de
carotenoides de chiltepin (Capsicum annum var. glabriusculum). En el
cual indican los compuestos fendlicos, alcaloides y saponinas como

responsables de la actividad antifingica y antimicrobiana.

Segun la tabla N° 9 el porcentaje de capacidad antioxidante del extracto
semillas de guandbana fueron de 61.4 esto es respaldado por la
investigacion de R. Rojas (2012) donde se analizan el % de capacidad
antioxidante de 8 morfotipos en Bixa Orellana obteniéndose como
promedio 83.7 a una concentracion de 2,5 mg/ml de muestra de extracto
metanolico, la diferencia puede deberse al tipo de solvente utilizado para

nuestro caso fue el etanol.

Segun la tabla N° 10 y 11 los halos de inhibiciébn producidos por el
extracto de las semillas de guanabana son inferiores a 15mm a la
concentracion de 25mg/mL, superiores a 18mm a la concentracion de
50mg/mL y mayores a 22mm a la concentracion de  75mg/mL esto es
respaldado por Ayala A. en su investigacion titulada Sensibilidad a
extractos vegetales de patdgenos aislados del hardware de
computadoras, en bacterias drogorresistentes reporta un maximo de 15
mm de diametro del halo de inhibiciéon sobre Staphylococcus aureus con
el extracto de la corteza de la guanabana y por el Comité Nacional de
Laboratorios Clinicos Estandar de los Estados Unidos de Norteamérica
que indican a ciprofloxacino en 5 ug produce un halo de inhibicion de:
<15mm (resistente), 16 -20mm (intermedia) y >21mm (sensible) sobre

Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

55



CONCLUSIONES

. Los compuestos fitoquimicos identificados en el extracto etandlico
de las semillas de guanaba fueron compuestos fenolicos, taninos,
flavonoides y azucares reductores en regular presencia; alcaloides

y naftaquinonas solo se observo trazas

. El extracto etandlico de las semillas de guanabana (Annona
muricata) a una concentracion de 2,5mg/mL presento una

capacidad antioxidante equivalente a trolox de 1.03ug/mg.

. La actividad antibacteriana de las hojas de Annona muricata
(Guanébana) frente a cepas ATCC 8739 de Escherichia coli fue
mayor de 18 mm a una concentraciéon de 50mg/mL y 75mg/mL y
una deébil actividad antibacteriana a una concentracion de 25 mg/mil
con un halo de inhibicion de 12 mm.

. La actividad antibacteriana de las hojas de Annona muricata
(Guandbana) frente a cepas ATCC 6538 de Staphylococcus
aureus fue mayor de 18 mm a una concentracion de 50mg/mL y
75mg/mL y una débil actividad antibacteriana a una concentracion

de 25 mg/ml con un halo de inhibicion de 14 mm.
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RECOMENDACIONES

. Debido a los resultados prometedores obtenidos en la investigacion
se sugiere, continuar investigando las semillas de guanabana de tal

manera de brindarle un valor agregado.

. Evaluar la actividad bioldgica de los extractos de las hojas, flores,
tallo y raiz de la A. muricata L. para elegir los extractos con mayor

actividad para su aplicacion.

. Realizar la formulacion de fitofarmacos de uso tépico, como una

alternativa para el tratamiento de afecciones dermatolégicas.

. Realizar estudios de toxicidad del extracto a fin de determinar una

dosis adecuada
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ANEXO 1
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ANEXOS 2

Grafico N°4: Extracto etandlico de guanabana previo al analisis

del estudio Fitoquimico preliminar.
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Fuente: Elaboracién propia

Grafico N°5: Extracto etandlico de guanabana después del

analisis del estudio Fitoquimico preliminar.

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXOS 3

Grafico N°6: Extracto etandlico de guanabana desecado

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N°7: Preparacion de placas de cultivo

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXOS 4

Grafico N°8: E.coli (Concentracion DE 25 mg/mL)

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N°9: E.coli (Concentracion De 50 mg/mL)

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXOS 5

Grafico N°10: E.coli (Concentracion De 75 mg/mL)

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N°11: Control negativo para E.coli .

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXOS 6

Grafico N°12: Control positivo para E.coli.

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N°13: Staphylococcus aureus (concentracion de 25

mg/mL)
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Fuente: Elaboracion propia

Grafico N°14: Staphylococcus aureus (concentracion de 50

mg/mL)

»

Grafico N°15: Staphylococcus aureus (concentracion de 75

mg/mL)
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Fuente: Elaboracion propia

Grafico N°16: Control positivo Staphylococcus aureus

Fuente: Elaboracién propia
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Herbarium Areqvipense (HUSA) y corresponde a la especie y clasificacion:

Division: Magnolyophyta

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Magnoliidae
Orden: Magnoliales
Familia: Annonaceae
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)
FACULTAD DE MEDICINA
«Afio de la consolidacion del Mar de Grau»

Centro de Investigacion Bioquimica y Nutricion

INFORME ANALISIS DE UN EXTRACTO DE GUANABANA

Se recibié un extracto de semillas de guandbana al 20% = 200 mg/mL. Se realizaron dos diluciones con agua
bidestilada para preparar una concentracion final de 7.5 mg/mL que en el tubo de reaccién corresponde a una
concentracién de 2.5 mg/mL. Todos los ensayos se realizaron por duplicado en tres determinaciones
‘independientes.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE LA PRUEBA CON DPPH:

Fundamento: El 2,2 —difenilpicrilhidrazilo (DPPH) es un radical libre estable, presenta una coloracién parpura con
absorbancia a 517 nm. Las sustancias atrapadoras de radicales libres (donadoras de H) reaccionan con este

compuestoy producen la desaparicién del color. La lectura inicial del DPPH debe tener una absorbancia de 0.6
+0.02.

La reacci6n es seguida midiendo la disminucion de la absorbancia a 517 nm.

Los resultados se expresan en porcentaje de captacion del radical DPPH y capacidad antioxidante equivalentes a
trolox (TEAC-DPPH).

Resultados
Muestra | mg/mi Absorbancia % capacidad antioxidante TEAC-DPPH {ng/mg extracto)
Promedio | Promedio = DS Promedio DS Promedio DS
Extracto
2.5 0.234 0.010 61.4 1.71 1.03 0.05

Comentario: mejor es la actividad antioxidante cuanto mayor es el porcentaje de captacion. Pero hay que tener
en cuenta la concentracion de la muestra que refleja ese porcentaje de captacion. En este caso es preciso buscar
literatura para compararlo. En todo caso puede tenerse en cuenta que el compuesto de referencia Trolox exhibe

un porcentaje de captacion del 64.9 con una concentracion de 4.2 /-ug mL yla muestra analizada tiene un 61.4%
con 2.5 mg/mL.

En el caso del TEAC-DPPH, los mayores valores significan mejor capacidad antioxidante equivalente expresada en
trolox. En este caso el valor mostrado (1.03) debe ser comparado revisando la literatura.

No se dispone del dato de que parte de la planta se ha trabajado, tampoco si se trata de masa himeda o seca,
por lo tanto solo se reporta como masa (mg de extracto). Debe ser definido por la persona que realizd la
extraccion.
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Mo, IVONNETSABEL BERNUI £EO
DIRECTORA
Santrs de investigacidn de Bioguimica

¥ Nutricion

Av. Grau 755 — Lima 1 — Apartado Postal 529 — Lima 100 — Pert Telf.: 511-3283237 511-3283238
511-3283232 511-3282749 511-3283236 Decanato Telefax: 511-3283231
Web: http://medicina.unmsm.edu.pe - E-mail de Biblioteca: bibmed@sanfer.unmsm.edu.pe




UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE 5AN i

(Universidad dei Perts, DECANA DE QMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOGU
CENPROEARRMA.
CENTR( DE CQNTROL ANALITICD

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°000082-CPF-2016

ORDEN DE ANALISIS : 004054/2016
SOLICITADO POR : DAVID SAVITSKY LLANQUE APAZA
DIRECCION : CALLE NUEVA 206 CERCADO - AREQUIPA
MUESTRA : EXTRACTO ETANOLICO DE LAS SEMILLAS DE
5 o GUANABANA
S N° DE LOTE : S/LOTE
CANTIDAD : 01 Frasco de vidrio x 500mL
FECHA DE RECEPCION : 02 de Febrero del 2016
FECHA DE FABRICACION : S/F.Exp.
FECHA DE VENCIMIENTO : S/F. Venc.
ANALISIS MICROBIOLOGICOS
Método de Difusion en Placa
Halos de inhibicién (mm)
Lectura PLACAN® 1 PLACA N°2 PLACA N°3 RES(U;;)ADO
Concentracién .
11,37 12,11 12,54 12,07 11,58 12,37 12,01
25 mg/mL
Concentracién
50 mg/mL 18,69 18,99 18,23 18,47 17,86 17,91 18,36
Concentracion
75 mg/mL 22,61 22,37 21,88 22:15 21,35 21,82 22,03
Control (-) No presenta halo
Solvente Etanol 70% — e = de inhibicion
Control (+) ‘
Discos de 36,75 37,16 39,84 |- 35,29 39,70 34,70 - 37,24
Ciprofloxacino Sug

- Patégeno: Escherichia coli ATCC 8739 a una concentracion de 1x10® UFC/mL
Conclusion: El extracto etandlico al 70% de las semillas de Guandbana presenta un halo de

inhibicién mayor a 18mm, cuando se usan a las concentraciones de 50mg/mL y 75mg/mL para
una concentracion de 1x10° UFC/mL del inéculo de Escherichia coli ATCC 8739

Lima, 01 de Marzo del 2016

Dra. Maria Elena Salazar Salvatierra
Directora del Centro de Control Analitico
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UNIVERSIBAD NACIONAL MAYOR DE SAN L94;
(Ur!x versidad del Pert, DECANA DE SMEFRICA)
FACULTAD DE FARMACGIA ¥ BRICGHHRC A

CENPROFARMA
CENTRO DE CONTROL AMALITICD

PROTOCOLO DE ANALISIS N.9000083‘-CPF'—-2~_016

ORDEN DE ANALISIS : 004054/2016
SOLICITADO POR : DAVID SAVITSKY LLANQUE APAZA
DIRECCION : CALLE NUEVA 206 CERCADO - AREQUIPA
MUESTRA : EXTRACTO ETANC)LICO DE LAS SEMILLAS DE
D - GUANABANA = e
N° DE LOTE : S/LOTE
- CANTIDAD : 01 Frasco de vidrio x 250mL
FECHA DE RECEPCION : 02 de Febrero del 2016
FECHA DE FABRICACION : S/F.Exp.
FECHA DE VENCIMIENTO ~ :S/F. Venc.
ANALISIS MICROBIOLOGICOS
Método de Difusiéon en Placa
_Halos de inhibicién (mm)
\

Lectura PLACAN®1 PLACA N°2 PLACA N°3 RESg:ﬁ;‘DO
Concentrueiin 1328 | 1527 \ 1467 | 1388 | 1355 | 1478 14,24
25 mg/mL b : b 3 » ’ >
Coneentraclon 18,67 | 1897 | 19,03 | 1921 | 1839 18,55 18,80

50 mg/mL
Chcentracion 2343 | 23,11 | 2257 | 2278 | 22,98 23,15 23,00
75 mg/mL
Control (-) No presenta halo
Solvente Etanol 70% | — R e . de inhibicién
Control (+)
Discos de 40,18 | 40,12 | 4327 | 4323 | 40,29 39,28 41,06
Ciprofloxacino Sug

- Patégeno: Staphylococcus aureus ATCC 6538 a una concentracion de 1x10° UFC/mL

Conclusién: El extracto etandlico al 70% de las semillas de Guandbana presenta un halo de
inhibicion mayor a 18mm, cuando se usan a las concentraciones de 50mg/mL y 75mg/mL, a una
concentracién de 1x10* UFC/mL del inéculo de Staphylococcus aureus ATCC 6538

Lima, 01 de Marzo del 2016

Dra. Maria Elena Salazar Salvatierra
Directora del Centro de Control Analitico
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