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RESUMEN

El presente estudio se realiz6 con el objetivo de determinar la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de las hojas, corteza y semilla de Persea
americana Mill. “palto, realizado en los laboratorios de bioguimica vy
microbiologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional
de San Cristébal de Huamanga, en los meses de Junio a Noviembre del 2013. El
tipo de investigacion fue basico experimental. Se empleé el método de disco
difusion de Kirby Bauer utilizando las cepas de Escherichia coli ATCC 23122,
Salmonella enterica subesp. enterica ATCC 14028 y Shigella sonnei ATCC
25931. Fueron ensayadas concentraciones de 0,5; 1,0; 3,0; 5,0 y 10%; como
control se utilizé ciprofloxacino de 5ug. Los extractos contienen: taninos,
compuestos fendlicos, flavonoides, lactonas v/o cumarinas, quinonas,
catequinas, azUcares reductores, alcaloides, triterpenos y/o esteroides. Se
encontré que el extracto etandlico de las hojas de P. amenicana muestra una
actividad antibacteriana frente a E. cofi, alcanzando 22,8% de inhibicion ai 10%);
CMI de 0.625 mg/mi y CMB de 1,250 mg/mi; frente a cepa de Shigella sonnei,
alcanzando 27,9% de inhibicion al 10%, CMI 0,625 mg/ml y CMB de 1,250
mg/ml; no muestran actividad significativa sobre Salmonella enterica. Asi el
exiracto de la corteza muestra una actividad antibacteriana frente a E. coli,
alcanzando 24 8% de inhibicion al 10%, CMI de 0,039 mg/mi y CMB de 0,078
mg/ml; Salmonella enterica fue inhibida en 12,0% con una CMi de 0,166 mg/mi y
CMB de 0,313 mg/ml; Shigella sonnei fue inhibida en un 21,9% con una CMI
1,250 mg/mi y CMB de 2,500 mg/ml y el extracto etandlico de la semilla muestra
una actividad frente a E. coli alcanzando 34,2% de inhibicién al 10% con una
CMI de 0,032 mg/mi y CMB de 0,078 mg/mi; frente a Shigella sonnei el halo de
inhibicion fue de 51,2% con una CMI de 0,002 mg/ml y la CMB de 0,005 mg/mi;
frente a Salmonella enterica alcanzando 14,9% de inhibiciéon al 10%; CMl de
0,313 mg/mi y CMB de 0,625 mg/ml. Se concluye que el extracto etandlico de las
hojas, corteza y semilla tienen actividad antibacteriana frente a las cepas de
enterobacterias en estudio.

Palabras clave: Persea americana Mill., Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI),
Concentracién Minima Ractericida (CMB) Escherichia Coli ATCC 23122,
Salmonella enterica subesp. enterica ATCC 14028 y Shigella sonnei ATCC
25931

viii



I. INTRODUCCION

Las plantas medicinales son importantes para la investigacién farmacolégica y el
desamolio de medicamentos, no sélo cuando los constituyentes de las plantas se
usan directamente como agentes terapéuticos sino también como material base
para la sintesis de los medicamentos 0 como modelos para compuestos
farmacolégicamente activos.'

En la actualidad estamos expuestos a muchas enfermedades de indole
microbiana que son tratados con medicamentos comerciales, que al no ser
consumidos en forma cormrecta producen una resistencia de las bacterias a dicho
farmaco, por lo que con mayor frecuencia el medicamento resulta ineficiente?, en
este sentido, la medicina tradicional o herbolaria es una alternativa para tratar
enfermedades infecciosas.

Las comunidades rurales utilizan tradicionalmente las plantas como medio para
curar sus enfermedades. Ellos han recibido de generacion en generacion un
bagaje de conocimientos que se ha acumulado desde tiempos inmemoriales
sobre seleccion, manejo, conservacion y uso de las diferentes especies de
plantas que crecen en nuestro pais, y en los ultimos afos los habitantes de las
ciudades estan utilizando por lo que se puede decir que estd en auge la

medicina tradicional.



Entre las especies utilizadas tenemos a Persea americana Mill. “palto”, una
lauraceae originario de América Central y México, es cultivado actualmente en
casi todos los paises de clima calido y templado®4 incluido el Peni que cuenta
con una serie de microclimas, uno de ellos con caracteristipas aptas para el
desarrollo de la especie Persea americana Mill. “palto”, particularmente en
nuestra region, en zonas calidas de la provincia de Huanta, y el Valle del rio
Apurimac, Ene y Mantaro (VRAEM)' también en la region de Apurimac se
cultivan en los Valles de Pampas y Pulcay, es muy utilizada por sus propiedades
alimenticias, medicinales por su uso tradicional para diferentes afecciones entre
las cuales antiespasmodica, antihelmintica. Los compuestos extraidos de las
plantas que poseen aclividad antibacteriana generalmente son compuestos
fendlicos y polifenoles entre los que se encuentran quinonas, fiavonoides,
taninos. Otros son los terpenoides y aceites esenciales, alcaloides, lectinas y
polipéptidos, entre otro Persea americana Mil. “palte” presentan actividad
antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli, Shigella y Samonella.*®
Objetivo General.

Evaluar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de hojas, corteza y
semilla de Persea americana Mill. “palto” frente a cepas de enterobacterias.
Objetivos especificos:

1. Identificar cualitativamente los metabolitos secundarios del extracto etanélico
de ias hojas, corteza y semilla de Persea americana Mill. “palto”.

2. determinar la actividad antibacteriana frente a cepas de enterobacterias a
diferentes concentraciones.

3. Deteminar la concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB) del extracto etandlico de las hojas, corteza y semilla

de Persea americana Mill. “palto”.



Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes del problema de investigacion
El Peri es un campo abierto para la investigacidon debido a la rica flora
distribuida en la region costera, andina y amazébnica, las cuales han sido desde
la antigiiedad un recurso al alcance del ser humano para su alimentaciéon y
curacion de sus enfermedades; siendo utilizadas en la prevencioén, diagnoéstico y
eliminacion del desequilibrio fisico, mental o social, el cual comprende practicas
basadas sobre la confianza de la experiencia y la observaciéon de cientos de
anos; esta medicina es parte de Ia tradicion de cada pais y el empleo de sus
practicas se transmite de generacion en generacion ya sea oral o escrita.?
Estudios realizados en Bolivia confirmaron la actividad antimicrobiana del
extracto etandlico de la semilla de Persea americana Mill. “paito”, resultando
positivo a la prueba cualitativa antimicrobiana frente a Escherichia coli, Shigella
dysenteriae y Salmonella typhimurium® El extracto etandlico de la semilla
presenté actividad antibacteriana y antidiarreica a una dosis de 5 g/kg de peso
contra Shigella en ratas, determinandose que los compuestos responsables de
dichas actividades son los taninos y flavonoides.® Asi mismo, se ha reportado
que el aceite de palto es usado como emoliente y es util en lesiones escamosas

de la piel y que el extracto liofilizado de la semilla administrado en ratones



mostré efecto anti-ictérico y hepatoprotector caracterizado por la normalizacién

de aminotransferasas y curacion de lesiones hepaticas.”®

También se ha demostrado que Persea americana presenta una actividad
antibacteriana, antihelmintica y antiespasmoédica. La semilla, sin ninguna
extraccion, ejerce una accion antihelmintica, atribuyéndose a tres de sus
compuestos aislados: el 1,24 trihidroxi-n-heptadeca-16-eno contra Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Shigella dysenteriae;
catequina y flavona contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli® El extracto
de la cascara y semilla de Persea americana tienen actividad antioxidante
determinados por el método DPPH, debido a sus compuestos fendlicos y
procianidinas. Su actividad antimicrobiana in vitro sobre bacterias Gram
negativas como la E. coli es mas notoria debido a la mayor sensibilidad de

estas.'®
2.2. Persea americana Mill.

2.2.1. Clasificacion taxon6émica

Tabla 1.Clasificacion sistematica de Persea americana Mill.
‘palto”, segun el Sistema de Clasificacién de Cronquist.

Categoria taxonémica Clasificacion
DIVISION MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA
ORDEN LAURALES
FAMILIA LAURACEAE
GENERO Persea
ESPECIE Persea americana Mill.
N.V. “paito®

Fuente: Herbarium Huamangensis, Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga, 2013.



2.2.2, Descripcion botanica

Arbol usualmente de nueve metros, pero puede ser hasta de 18 metros de altura,
a veces notoriamente ereclo, tallo cilindrico, erecto, lefioso, ramificado con una
corteza aspera y a veces surcada longitudinalmente. Su copa adquiere diversas
formas como globosa y acampanada; la corteza es suberosa y agrietada de color
pardo oscuro.'! 2 | a raiz es pivotante, muy ramificada, de distribucion radial; las
raices secundarias y terciarias se distribuyen superficialmente.®'" Las hojas son
alternas, ovaladas o elipticas; coriaceas, enteras dispuestas en espiral alrededor
de la rama con peciolos cortos delgados, con base aguda o truncada. Cuando
son jévenes presentan un brillo en el haz, el envés glauco y opaco.%'?
Agrupadas en inflorescencia panicular, axilar o terminal.®'? La flor del palto es
muy especial porque su comportamiento es (nico; son hermafroditas, el fruto es
grande baya, mesocarpio camoso, generalmente periforme, oviforme o globosa,
la piel puede ser gruesa, rugosa y quebradiza, deigada o gruesa de color verde
oscuro y en ocasiones morado oscuro casi negro dependiendo del grado de
madurez, la pulpa es de color amarrillo verdosa y verde clara y de consistencia
mantequillosa; la semilla es grande voluminosa, puntiaguda y esta protegida por
una envoltura apergaminada al endocarpio con dos cotiledones de color rosado,
blanco amarillento.” El palto, originario de América Central y México, es
cultivado actualmente en casi todos los paises de clima calido y templado
incluido el Pena. Por lo tanto, se llevé no solo a la Antillas sino a casi todas las
areas tropicales y subtropicales en donde hay condiciones ambientales
favorables para su desarrollo; asi como las Filipinas, Indias orientales, Islas
Mauricio, Singapur, Malasia, Hawai, Florida, California. Entre sus principales
usos estan el alimenticio y de manera tradicional se utiliza como planta

medicinal, su fruto y aceites son ampliamente utilizados como productos de



belleza tanto para la piel y cabello, y sus hojas para la elaboracién de

expectorante.'®

2.2.3. Composicion quimica

La pulpa y la semilla son ricas en triglicéridos de acidos grasos: caprico, miristico
palmitico (17-29%), estearico, palmitoleico (6-12%), oleico (42-63%) linoleico (9-
16%) y linolénico (<1%), que forman el 80% del contenido graso del fruto. El
aceite de la semilla, a su vez es rico en vitamina E, escualeno, hidrocarburos,
alcoholes alifaticos saturados, terpenos y esteroles (beta-sitosterol); entre los
azucares destacan D-alfa-manoheptita, D-manoheptulosa y perseitol,
adicionalmente, contienen protocianidina y carotenos. Las hojas contienen
principalmente estragol, (+)-pineno, cineol, trans-anetol, alcanfor, beta-pineno y
limoneno, flavonoides (quercetina), catequinas, epicatequinas, cianidina,
serotonina, dopamina, abacatina que le otorga un sabor amargo,” amigdalina
(acido cianhidrico), acido galico, almidon, manitol. La corteza contiene 3,5% de
metil chavicol y anetol,” alcaloides, perseita, resinas y sustancias minerales, en
el endospermo, aminoacidos: valina, lisina, leucina, acido aspartico y
glutamico. 414

2.2 4. Propiedades y usos medicinales

Presenta actividad antibacteriana, vemmifuga, antidiarreica, analgésica,
antiinflamatoria, antirreumatico, antiamebiano, antihelmintica, antipaludica y
antiespasmédica.® Se le atribuye propiedades abortivas, hipotensora, reguladora
del ciclo menstrual, hipoglucemiante, hipolipidémica, también se reportan que el
jugo de las hojas tienen efecto antibiotico, enemagogo; el extracto con éter de
petroleo de la semilla tiene actividad frente a Staphylococcus aureus y el extracto
etanélico de la semilla tiene actividad antibacteriana frente a Escherichia coli y

staphylococcus, a tres de sus compuestos aislados se les atribuye las



propiedades (catequina, flavona y 1,24 trihidroxi-n-heptadeca-16-eno).® La
corteza se utiliza como vermifugo y antibiético,'® la semilla es utilizada en el
tratamiento de la neuralgia intercostal; asi como el aceite de la semilla para
suavizar la piel y cicatrizar las heridas.'®

2.3. Metabolitos secundarios

Las plantas medicinales tipicamente contienen una mezcla de diferentes
compuestos quimicos que pueden actuar individualmente, aditivamente o
sinérgicamente para mejorar la salud. Una sola planta puede contener
sustancias que pueden actuar como antibioticos naturales. La literatura cientifica
reporta innumerables compuestos secundarios de origen vegetal con efecto
antibacteriano sobre microorganismos patégenos como: Los taninos son
compuestos fendlicos con un peso molecular comprendido entre 500 y 3000
Dalton. Su capacidad antioxidante, es debido al elevado nimero de grupos
hidroxilo y la capacidad de unirse a proteinas, son la base de su actividad
bactericida y bacteriostatica. Los aceites esenciales son antisépticos frente a
microorganismos Gram positivas y Gram negativas e incluso frente a hongos
productores de micosis y ciertas levaduras. Algunos aceites esenciales
posiblemente inhiban con mas facilidad a microorganismos Gram negativas y
Gram positivas como los de Cinnamomum verum “canela”. Las saponinas
también son un grupo de metabolitos secundarios que han mostrado efectos

antimicrobianos. 1617

Las dos acciones mas importantes de los acidos fenoles son la actividad
antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas, por lo que se usan como
antisépficos v desinfectantes; también los flavonoides poseen acciones
farmacologicas antibacterianas; las quinonas y naftoquinonas han mostrado

actividad bacteriostatica frente a Staphylococcus aureus por interferir en la



sintesis del ARN dependiente del ADN. Destacan por su actividad antimicrobiana
los derivados terpénicos oxidados, representado en primer lugar por los
derivados fenolicos, timol y carvacrol, los cuales se unen a los grupos amino e
hidroxilamina de las proteinas de la membrana bacteriana lo que conduce a la
modificacibn de su permeabilidad y origina la muerte de la bacteria. Los
derivados alcohélicos y ceténicos, tales como linalol, geraniol, citral, alcanfor,
etc., poseen igualmente propiedades antibacterianas menos marcadas que las
del timol y carvacrol.'®17

2.4. Las enterobacterias

Las enterobacterias, nombre comin de la familia de bacterias Gram negativas;'®
esta familia es la mas grande y heterogénea; estd formada por bacilos o
cocobacilos con importancia clinica de tamafo 1,0 a 6,0 ym. y/o anaerobios
facultativos, y de modo habitual se observa su crecimiento tras 18 a 24 horas de
incubacién en una gran variedad de medios no selectivos y selectivos; méviles
(con fiagelacion peritrica) o inmoviles, se caracterizan por ser fermentadoras de
glucosa con o sin produccion de gas;'®? tienen como habitat natural el intestino
del hombre y de varias especies animales. Se les ha encontrado en insectos y
algunas son patogenas de plantas,’®?' muchas ocasionan efectos patégenos de
gravedad variable, en otros casos pueden actuar como sapréfitas formando parte
de la flora gastrointestinal, aunque también como consecuencia de esto se
puede encontrar en el agua y en el suelo. Son bastante resistentes a los agentes
extemos.” No producen citocromo oxidasa, presentan un metabolismo
fermentativo, reducen los nitratos a nitritos y, en ocasiones, a nitrogeno
atmosférico, son capaces de fermentar otros azicares y alcoholes con Ia
consiguiente produccién de acidos y, en ocasiones, también gas, puede producir

gran cantidad de fermentos, como por ejemplo gelatinasas, descarboxilasas,



ureasas, galactoxidasas, desaminasas, etc., algunas son capaces de producir
acido sulfhidrico (SzH), como por ejemplo Proteus, otras producen indol, como la
E. cofi, lo que facilita su identificacion. Presentan ciertas similitudes bioquimicas
con otras familias, como por ejemplo Vibrionaceae.'®?

2.4.1. Morfologia, patogenia y epidemiologia

La morfologia nos da una informacién primaria sobre el tipo de bacteria, pero no
de forma concluyente, por lo que la forma esta dada por la rigidez de su pared;
mayormente presentan tres formas basicas que son esféricos (cocos),
bastoncillo ¢ cilindrica (bacilo), helicoidal (espirilos). Las bacterias comprenden
tamafnos que van desde 0,1 ym de ancho a mas de 50 ym de diametro; algunas
pueden ser excepcionalmente grandes que pueden alcanzar 50 ym de diametro
y 0,5 mm de largo, sin embargo, la dimensién de una bacteria media de forma
bacilar, como la Escherichia coli es de 1 x 3 ym; aunque las formas jévenes son
de tipo coco bacilar, fermentadoras de glucosa, moviles, fermentadoras de
lactosa con produccion de acido y gas, resistenies a temperaturas altas,
saprofito de la flora aerobia y anaerobia facultativa del tubo digestivo.'®'®

La Salmonella esta formada por bacilos, anaerobios facultativos, con flagelos
peritricos gue rodean al microorganismo y no desarrollan capsula ni espora,
moviles, produce H>S, fermentan la glucosa pero no lactosa.®

Shigella tiene forma de bastoncillo, no mavil, no formadora de esporas e incapaz
de fermentar la lactosa. Utilizan la glucosa como fuente de energia pero no
produce gas tampoco de SoH."

De acuerdo al tamafio grande y la composicién diversa de la familia
Enterobacteriaceae, se han descrito muchos factores de virulencia en las cepas
patégenas.®?! L a endotoxina, es un factor de virulencia compartida por todas las
bacterias Gram negativas. La toxicidad reside en el componente lipidico A, que

son macromoléculas complejas que contienen fosfolipidos y lipopolisacaridos



(LPS) que son constituyentes de la pared bacteriana y s6lo se liberan cuando la
célula muere o se lisa, su especificidad antigena se localiza en la fraccion
polisacarido. En las enterobacterias el lipido A siempre es el mismo y el
polisacarido es variable y da lugar a los centenares de antigenos O que
aparecen en las distintas cepas. Los efectos farmacoldgicos de las endotoxinas
incluyen: fiebre, leucopenia seguida de leucocitosis, activacion del complemento,
trombocitopenia, coagulacién intravascular diseminada, disminucidén de Ila
circulacion periférica y la perfusion de 6rganos importantes, choque endotéxico y
muerte. La capsula es especialmente atil para la bacteria como una fase
protectora que hace mas dificil la fagocitosis, puesto que los antigenos
capsulares hidrofilicos repelen la superficie hidrofébica de las células fagociticas;
estos antigenos ocultan también a los de la pared celular y, por tanto, interfieren
en la unién de los anticuerpos a la bacteria, y con ello le da una mayor sobrevida
a la bacteria.'®2' Otro factor es la variacion antigénica, que consiste en variar sus
antigenos y con ello presentar una diferente presencia inmune para la
identificacion y respuesta del huésped.® La produccion de exotoxinas: casi todos
son productos que funcionan como enterotoxinas pueden ser termolabiles y
termoestables, como la toxina Shiga y las hemolisis.'® La expresion de factores
de adherencia esta dada por las fimbrias y la mayoria de enterobacterias
expresan fimbrias tipo |, colaboran de manera importante para la adherencia de
la bacteria a la superficie mucosa del huésped; se ha detectado antigenos con
factor de colonizacién de la fimbrias en algunas cepas de E. coli productoras de
gastroenteritis.'®*!

E. coli produce infecciones de heridas, vias respiratorias, meningitis neonatal,
vias urinarias y aparato digestivo (diamrea en guarderias y hospitales), asociados
frecuentemente con sepsis bacteriana; la mayoria de las infecciones, a

excepcion de la meningitis neonatal y fa gastroenteritis, son endégenas, tiene
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una distribuciobn mundial, sin incidencia estacional en paises con climas
tropicales, paises en vias de desarrollo, la transmision es fecal-oral. Los
tratamientos se realizan con antibiéticos que demuestren actividad in vitro,
control apropiado de las infecciones nosocomiales, mejora de higiene. %

La bacteria sobrevive en leche, huevos, quesos, camarones, distribuida en todo
el mundo sin incidencia estacional, S. sonnei predomina en Norte de América y
Europa. La terapia antibi6tica se emplea para disminuir el nimero de gérmenes y
la duracién del estado de portador en pacientes sintomaticos, lavado de mano,
limpieza de ropa de cama sucia.'®

La Salmonella produce infecciones asintomaticas agudas, gastroenteritis aguda,
bacteriemia con o sin supuracién local, fiebre tifoidea, estado de portador crénico
asintomatico. Las infecciones por Salmonella typhi ocurren mas cominmente
durante los meses calurosos de verano y otofio su infeccion implica contacto
directo o indirecto con una persona con fiebre tifoidea o con un portador crénico;
la forma mas com(n de transmision es por la ingestion de alimentos o agua
contaminado con heces humanas, también puede ocurrir por via transplacentaria
o puede ocurmrir al momento del parto, cuando una madre portadora infecta al
bebé por ia via fecal-oral.'®'® Es un agente zoonético de distribucién universal,
se ftransmite por contacto directo o contaminacion cruzada durante Ila
manipulacién y en el proceso de alimentos, también por via sexual.?

2.5. Agentes antibacterianos

La denominacién agente antibacteriano o antiinfeccioso, se utiliza para designar

a cualquier farmaco que actua contra uno o mas tipos de microorganismos.?

Los aniibidlicos son sustancias producidas por diversas especies de
microorganismos (bacterias, hongos, actinomicetos) que suprimen el crecimiento

de otros microorganismos.?*%
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2.6. Ciprofloxacino, farmacocinética y farmacodinamia

Es una fluoroguinolona incorporado en 1987, de segunda generacion,
compuesto que goza de mayor eficacia terapéutica y capacidad de actuacién
sistémica. Ademas posee un espectro mas amplio, una rapida y notable
actividad bactericida frente a Gram negativas, incluida P. aeruginosa, es activa
frente a algunos patégenos atipicos, pero tiene moderada actividad frente a
Gram positivas y practicamente nula frente a anaerobios. Presenta una
excelente biodisponibilidad que supera el 70% por via oral, prolongado tiempo
de vida media, altos volimenes de distribucion, difunde bien en la prostata,
hueso, pulmén, liquido pleural y tejidos blandos. Pasa al liquido cefalorraquideo
s6lo en presencia de meninges inflamadas e importante eliminacion renal.
Ciprofloxacino actia a nivel intracelular inhibiendo en forma selectiva la sintesis
de ADN en la bacteria a través de la inhibicibn de las topoisomerasas
bacterianas. Dirigiéndose hacia a la girasa de ADN y la topoisomerasa 1V, para
muchas bacterias Gram negativas como E. colj la girasa es blanco primario del
ciprofloxacino.? Actia uniéndose e inhibiendo principalmente a la topoisomerasa
Il o ADN-girasa, que tiene una sub unidad A y una subunidad B. Con los
aminoacidos de las alfahélices cercanas a la tirosina del centro activo, que esta
implicado en la rotura del ADN, formando un complejo quinolona-enzima-ADN
que contiene ADN roto.?*

Ciprofloxacino es potente bactericida contra E. coli y diversas especies de
Salmonella, Shigella, Enterobacter, Campylabacter y Neisseria.?®

2.6.1. Farmacoquimica del ciprofloxacino

Para todas las quinolonas como para el ciprofloxacino, el grupo carboxilo en la
posicién tres y el grupo ceto en la posicién 4 son necesarios para la inhibicion de
la topoisomerasa bacteriana. Los grupos 3-carboxil y 4-ceto pueden facilitar el

pasaje a través de la membrana extemas bacteriana al producir quelacion con
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los iones de magnesio, los atomos de flior en la posicion seis aumenta la
inhibicion en la ADN-girasa y la penetracién de la célula; el resultado es una

actividad antimicrobiana adicional. 2%

F COOH

l/\N I?
HN\) CH
/ \
CHZ—CHz

Figura 1. Estructura quimica del ciprofloxacino.?*
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicaci6n

El presente trabajo de investigacion se ejecutd en los laboratorios de Bioquimica
y Microbiologia, de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional

de San Cristébal de Huamanga.

3.2. Materiales

3.2.1. Poblacion

Hojas, corteza y semilla de Persea americana Mill. “palto” que fueron
recolectados en el valle de Pulcay, distrito de Huaccana, provincia de
Chincheros, regién de Apurimac a 3050 msnm.

3.2.2. Muestra

1 kg de hojas, corteza y semilla de Persea americana Mill. “palto.

3.2.3. Microorganismos de ensayo

Escherichia coli ATCC 23122, Salmonella enterica subesp. enterica ATCC 14028
y Shigella sonnei ATCC 25931 que fueron adquiridos del Laboratorio de
Bacteriologia del Area Académica de Microbiologia del Departamento
Académico de Ciencias Bioldgicas de la UNSCH.

3.3. Preparacién de la muestra
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3.3.1. Recoleccién y procesamiento de la muestra

La recoleccién y seleccién de las hojas, corteza y semilla se realizé de acuerdo a

las recomendaciones establecidas por Villar del Fresno.'?

Las hojas, corteza y semilla fueron sometidas a un tratamiento de limpieza y
seleccién para eliminar todo elemento extrafio. Seguidamente fueron desecados
a temperatura ambiente bajo ventilacion sobre papel kraft, durante 15 dias y
finaimente fueron sometidas a molienda hasta obtener un polvo fino no mayor a
3 mm."

3.3.2. Preparacidn del extracto de las hojas, corteza y semilla

Se peso 1 kg de las hojas, corteza y semilla de Persea americana Mill. “palto”
pulverizadas luego se anadié 2 | de etanol de 96° y las tres muestras fueron
maceradas por separado en un frasco de vidrio de color ambar por un periodo de
7 dias con agitacion diaria. Seguidamente se filtré en un sistema al vacio y se
procedié a concentrar utilizando el equipo de bafio Maria a una temperatura de
45°C hasta oblener un exiracto seco y conservandose el exiracto en el
refrigerador a una temperatura de 8°C hasta realizar las diferentes pruebas

antibacterianas.!”

3.3.3. Determinacion cualitativa de los metabolitos secundarios

Para ia identificacién de los diferentes metabolitos secundarios presentes en las
hojas, corteza y semilla de Persea americana Mill. “palto”, se realizaron mediante
reaccion de coloracion y precipitacion siguiendo la metodologia propuesta por
Miranda.®

3.4. Determinacion de la actividad antibacteriana

a2 evahiacion antihacteriana se realizd utilizando el método de difusidn en disco

(Kirby-Bauer) para la determinacion del halo de inhibicion, y por el método de
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dilucion en caldo para la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) y Concentracion Minima Bactericida (CMB). 230

A. Activacion de las bacterias

Para activar las cepas de Escherichia coli ATCC 23122, Salmonella enterica
subesp. enterica ATCC 14028 y Shigella sonnei ATCC 25931, procedid a
inocular en tubos de ensayo con 5ml de caldo nutritivo, se incub6é a una

temperatura de 37°C por 18 horas®

B. Preparacién del in6culo de las bacterias

Con las tres cepas reactivadas se procedid por separado a seleccionar 5
colonias en 5 ml de caldo nutritivo, se incub6 a 37°C hasta que la turbidez sea
visible (6 horas fase logaritmica). Y se ajustd la turbidez visualmente al estandar

de 0,5 de ia escala de McFarfand.®
3.4.1. Determinacion del halo de inhibiciéon

Esta prueba se basa en la inhibicion del crecimiento bacteriano, mediante la

difusion de las sustancias activas en un medio solido lo que se evidencia con la

formaciéon de halos de inhibicion; de forma que cuanto mas susceptible sea el

microorganismo frente a los tratamientos, mas amplia serd la zona de

crecimiento inhibido.

Procedimiento

« En cada placa Petri se colocaron 20 ml de agar Mueller Hinton previamente
esterilizado y se dejo solidificar en el medio.

e Con un hisopo estéri sumergir en la suspension y eliminar el exceso
presionandolo sobre la pared intema del tubo.

o Inocular ia superficie de la placa de agar Mueller Hinton con el hisopo

pasandolo uniformemente por toda la superficie por tres direcciones. Por
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altimo, pasar el hisopo por el perimetro externo del agar. Dejar reposar 5
minutos.

« Colocar los discos impregnado con los extractos a diferentes concentraciones
sobre la superficie del agar utilizando una pinza estéril y apretandolos
suavemente sobre la superficie del agar y con el control positivo
(ciprofloxacino 5pg). Dejar las placas 15 minutos a temperatura ambiente.

« Incubar la placa en posicion invertida a 37°C durante 24 horas.

« Medir los diametros de la zona de inhibicién con una regla utilizando luz

refleja sobre fondo negro.

Interpretacién: La formacion de halo de inhibicion significa sensibilidad (S) y la
no formacion resistencia (R).>'
Determinacién del porcentaje de inhibicion: Para el calculo del porcentaje de

inhibicién se uso la siguiente formula:

P o s s Didametro del halo de inhibicién de la muestra « A
orcentaje de A olCIon = = etro del halo de inhibicién del control

3.4.2. Determinacioén de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)*'

Se define como la cantidad o la concentracion minima de un agente quimico

antimicrebiane que se necesita para inhibir el crecimiento de un microorganismo.

Procedimiento

» Se prepararon 15 tubos de ensayo previamente esterilizados y rotulados del
1 al 15,

e A partir del tubo 1 hasta el tubo 15, se agregé1ml del caldo nutritivo.

» Posteriormente se agregé 1mil del extracto al tubo 1, a partir del cual se
traspaso imi ai ubo 2 y asi sucesivamente hasla ei tubo 14, del cual se iomo

1mi y se descartd. El tubo 15 no recibi6 extracto, siendo éste el control.

17



e Luego se agregé 1ml del in6culo de la cepa bacteriana a todos los tubos y se
llevaron a incubacién a 37°C por 24 horas.

interpretacion: Se considera CMI como la concentracion correspondiente al
tubo con menor concentracion donde no ha habido desamrolio bacteriano,
demostrado por la ausencia de turbidez.

Tabla 2. Concentraciones decrecientes de las diluciones de los
extractos

Extracto de Persea americana Mill. “palto” (mg/mil)

Tubo 0,5% 1,0% 3,0% 5,0% 10,0%
1 2,500 5.000 15.000 25.000 50.000
2 1,250 2.500 7.500 12.500 25.000
3 0,625 1.250 3.750 6.250 12.500
4 0,313 0.625 1.875 3.150 6.250
5 0,156 0313 0.038 1.563 3.150
6 0,078 0.156 0.469 0.781 1.563
7 0,039 0.078 0.234 0.391 0.781
8 0,020 0.039 0.117 0.195 0.391
9 0,010 0.020 0.059 0.098 0.195

70 0,005 0.010 0.029 0.049 0.098
11 0,002 0.005 0.015 0.024 0.049
12 0,001 0.002 0.007 0.012 0.024
13 0,0006 0.001 0.004 0.006 0.012
14 0,0003 0.0005 0.002 0.003 0.006

3.4.3. Determinacion de la Concentracién Minima Bactericida (CMB)*'

Se define como la concentracién mas baja de un antibacteriano que produce la
muerte del 99,9% del microorganismo probado y solo permite la supervivencia
del 0.1% de los microorganismo en cultivo.

Procedimiento

Para determinar la Concentraciéon Minima Bactericida (CMB) se determiné a

partir de la Concentracion Minima Inhibitoria, de ia siguiente manera:
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o Una vez observado la turbidez, al determinar la CMI; se procedié a sembrar
con la ayuda del asa de Kolle, los caldos no turbios en las placas con agar
Mueller Hinton.

o Posteriormente se incubaron a 37°C por 24 horas.

Interpretacién: Se determiné la CMB verificando si hubo o no crecimiento de
cepa bactenana en ias piacas sembradas.

3.5. Andlisis de datos

Los resultados se presentan en tablas y figuras. También se realizo la
interpretacion mediante el andlisis de varianza (ANOVA) y comparaciones
multiples de Tukey con un nivel de significancia de 0.05, con el programa SPSS

version 21.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 3. Metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de las hojas,
corteza y semilla de Persea americana Mill. “palto”. Ayacucho 2013.

Metabolitos ar
Secundarios Ensayo E. etandlico
Hojas Corteza Semilla
Alcaloides Dragendorff ++ + e+
Triterpenos ¥ Lisharman -
Esteroides Burchard H ++ ++
Rt Resinas +++ ++ +
Azlicares .
reductores Fehling ++ ++ +
Taninos y -
fenoles Cloruro férrico ++ + ++
Flavonoides Shinoda ++ ++
Leyenda:
Leve )
Moderado b o)
Fuerte R{EPE]
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Tabla 4. Actividad antibacteriana del extracto etandlico de Persea americana Mill.
“palto” frente a cepas de Escherichia coli, Saimonella enterica subesp. enterica y
Shigelfa sonnei. Ayacucho 2013.

Especie Actividad antibacteriana del extracto etandlico de
bacteriana Persea americana Mill. “palto”
Hoja corteza semilla
Escherichia coli ATCC 23122 + + +
Salmonella enterica subesp. - + +

enterica ATCC 14028

Shigella sonnei ATCC 25931 + + +

Leyenda:
No presenta actividad antibacteriana ; -
Presenta actividad antibacteriana : +
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Tabla 5. Promedio de halos de inhibicion (mm) del extracto etandlico de hojas,
corteza y semilla de Persea americana Mill. “palto” frente a cepas de Escherichia
coli, Salmonella enterica subesp. enterica y Shigella sonnei. Ayacucho 2013.

Conc. Escherichia coli Salmonella enterica Shigella sonnei
%
Hoja Corteza Semilla Hoja Corteza Semilla Hoja Corteza Semilla

0,5 6,32 6,2 6,3 - 5,0 - 5,0 5,04 5,48
1,0 8,06 7,33 8,3 - 5,08 55 5,32 512 9,94
3,0 9,46 8,02 9,3 - 5,14 55 6,08 5,16 10,9
5,0 9.7 10.04 10,08 - 524 6,26 8,86 5,78 13,7
10,0 10,18 11,06 15,24 - 6,04 7,5 9,14 7,18 16,8
Leyenda:
No hubo halo de inhibicion -
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Tabla 6. Porcentaje de halos de inhibicion del extracto etanodlico de hojas,
corteza y semilla de Persea americana Mill. “palto” en cepas de Escherichia coli,
Salmonella enterica subesp. enterica y Shigella sonnei, frente al estandar
ciprofloxacino 5 yg. Avacucho 2013.

Conc. Eschetichia coli Salmonella enterica Shigella sonnei
%
Hoja Corteza Semilla Hoja Corteza Semilla Hoja Corteza Semilla
05 142 13,9 14,1 - 10,0 - 15,2 15,4 16,7
1,0 18,1 16,4 18,6 - 10,1 11,0 16,2 15,6 30,3
3,0 21,2 18,0 20,9 - 10,2 11,0 18,5 15,7 33,2
5,0 217 225 226 - 10,4 12,5 27,0 17,6 41,8
10,0 228 248 34,2 - 12,0 149 279 219 51,2
Leyenda:

No hubo halo de inhibicién -
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Tabla 7. Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida
del extracto etanodlico de hojas, corteza y semilla Persea americana Mill. “paito”
frente a cepas de Escherichia coli, Salmonella enterica subesp. enterica y
Shigella sonnei Ayacucho 2013.

N Cmg/ml  Escherichia coli Salmonella enterica Shigella sonnei
H Co S H Co S H Co S

1 2,500 - - - + - - - an -
2 1,250 L - - + - - ** * .
3 0,625 * - ¥ o . ** * & _
4 0,313 + - - + i % + + -
5 0.156 + - - + * + + + -
6 0,078 + bt b + + + + + -
7 0,039 + * * + + + + + -
8 0,020 + + + + + + + + -
9 0.010 + + + + + + + + -
10 0,005 + + + + + + + + "
11 0,002 + + + + + + + + ¥
12 0,001 + + + + + + + + +
13 0,0006 -+ + + + + + + + +

Leyenda:

No hubo crecimiento : -

Hubo crecimiento : +

Concentracion Minima Inhibitoria ¢ *

Concentracion Minima Bactericida A

Concentracion : C

Hoja : H

Corteza : Co

Semilla : S
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V. DISCUSION

El presente estudio se flevd a cabo sobre cepas de Escherichia coli ATCC
23122, Saimonella enterica subesp. enterica ATCC 14028 y Shigella sonnei
ATCC 25931; con el objetivo de comprobar la actividad antibacteriana del
extracto etandlico de las hojas, corteza y semilla de Persea americana Mill.
“palto” sobre estos microorganismos, principales inductores de las afecciones
gastrointestinales. La actividad antibacteriana sobre estos microorganismos esta
representada por la presencia de los halos de inhibiciéon. Mientras mayor es el
diamefro del halo de inhibicion mejor es la actividad antibacteriana del extracto
en estudio.

Es comiin e! empleo de las semillas, hojas y corteza con la finalidad de obtener
variados efectos terapéuticos, entre las diversas aplicaciones terapéuticas se
incluyen aquellas con actividad antibacteriana, razén a ello es que se procedit¢ a
realizar su estudio.

Para la extraccion del extracto de las hojas, corteza y semilla de la Persea
amernicana Mill. "palto” se utilizd como solvente el etanol, tal como lo realizo
Acharte®. La Tabla 3, muestra los resultados de la identificacion de los
diferentes metabolitos secundarios presentes en las hojas, corteza y semilla de

Persea americana Mill. “palto”.
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Del tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de las hojas de Persea americana
Mill. “palto”, se puede apreciar presencia de alcaloides, terpenos, esteroides y
resinas, azucares reductores, taninos fenoles y flavonoides. Resultados similares
fueron reportados por Torres para el extracto acuoso de las hojas de Persea
americana Mill. con presencia de flavonoides derivados del quercetol, catequina,
epicatequina, perseita y persiteol; también terpenos, sisquiterpenos, taninos.?
Otro estudio sobre la capacidad antioxidante de plantas medicinales como palto,
eucalipto, alcachofa y otros, reportdé, en general, su alto contenido de fenoles
observados en el extracto de las hojas.® Asi mismo Niogret et af® Determinaron
la presencia de terpenoides en un estudio que realizaron sobre las variaciones
de los terpenoides en Persea americana Mill. La presencia de compuestos
fenélicos como los terpenoides también se hizo evidente en la muestra usada
para este trabajo.

En el extracto etandlico de la corteza Persea americana Mill. “palto”, se observa
la presencia de alcaloides, taninos y fenoles, triterpenos, esteroides, resinas,
azucares reductores; tal como reportan Niogret ef af® la presencia de resinas y
alcaloides en la corteza de Persea americana Mill. Otro estudio realizado en
hojas y corteza de Cinnamomum verum “canela” reporta la presencia de
flavonoides, lignanos y taninos con la cual demostraron su actividad
antibacteriana, antifungica y antiespasmodica.® Los resultados obtenidos en esta
investigacién muestran la presencia de dichos compuestos en la hoja y corteza
de Persea americana Mill., que ofrece una fuente natural de antibacterianos
sugiriendo asi la potencialidad de uso terapéutico.

El extracto etandlico de las semillas de Persea americana Mill. "palta”, presenta
metabolitos secundarios como alcaloides, triterpenos, esteroides, resinas,
azGcares reductores, taninos, fenoles y flavonoides. Resultados similares

reportaron Idris et aP* en un screening fitoquimico y estudio de la actividad
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antibacteriana de la semilla de Persea americana, lo cual reveld la presencia de
flavonoides, taninos, saponinas, alcaloides esteroidales y terpenoides. Asi mismo
Rodriguez ef al® en un estudio realizado sobre la actividad antioxidante y
antimicrobiana in vitro de la semilla de Persea amernicana, en el que reportaron
una variedad considerable de compuestos fendlicos como catequinas y acido
hidroxibenzoico (OH-B), acido hidroxicinamico (C-OH), flavonoles, vy
procianidinas. Las epicatequinas fueron los compuestos mas abundantes (98%).
La presencia de estos metabolitos también se hizo evidente en la muestra usada
para este trabajo.

Como se observa en Tabla 3 hay presencia de taninos y fenoles pero no la que
se esperaba, esto podria atribuir al tipo de disolvente utilizado para la extraccion
ya que la polaridad del disolvente juega un papel clave en el aumento fendlico,
por lo general los disolventes menos polares se consideran adecuados para la
extraccién de fenoles lipéfilos asi como la acetona acuosa (70%) es eficiente
para la recuperacion de taninos y que el etanol era el disolvente menos efectiva
de acuerdo a nuestros resultados.™

Estos resultados podrian también explicarse por las diferentes condiciones de
. crecimiento de la planta, los factores ambientales, el estado de maduracion y
técnicas de procesamiento en la extraccion de los metabolitos secundarios.’”

En caso de la actividad antibacteriana, el uso de la técnica de difusion en disco
Kirby Bauer permite un andlisis preliminar eficaz para demostrar efectos
antibacterianos del extracto etanédlico de las hojas, corteza y semilla de Persea
americana Mill. “palto”. Asi la Tabla 4 muestra la actividad antibacteriana del
extracto efanélico de las hojas de Persea americana Mill. “palto” frente a cepas
de Escherichia coli, ATCC 23122 y Shigella sonnei ATCC 25931; Giao et af? en
un estudio realizado sobre la capacidad antioxidante y actividad antibacteriana

de aigunas plantas medicinales como eucalipto, alcachofa y palto reportaron que
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dicha actividad antibacteriana se debia, en general, a su alto contenido de
fenoles observados en el extracto de las hojas. Asi mismo reporta Torres que el
extracto metandlico de la hoja y tallo de Persea americana Mill tienen una
actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus, y el extracto acuoso de la
hoja y tallo tienen una actividad antiespasmodica frente al ilion de cerdo y el
Gtero de rata®, se atribuye esta actividad a la buena presencia de compuestos
activos con actividad antimicrobiana presente en el extracto.

No presenta actividad antibacteriana a las concentraciones estudiadas; frente a
cepa de Salmonella enterica subesp. enterica ATCC 14028. La estructura
quimica de la cubierta bacteriana Gram negativa es mas sofisticada que las
Gram positivas, de ahi que la actividad sobre aquellas es minima.

El extracto etandlico de la corteza de Persea americana Mill. “palto” presenta
actividad antibacteriana frente a cepas de Escherchia coli, ATCC 23122
Salmonella enterica subesp. enterica ATCC 14028 y Shigella sonnei ATCC
25931. Los taninos se encuentran en cualquier parte de la planta como es el
caso de la corteza al cual se asigna distintos efectos como estimulacion de
células fagocitarias, actividad antitumoral y un amplio espectro antibacteriano. Su
accién antibacteriana puede estar relacionada con su capacidad para inactivar
las adhesinas del microorganismo, enzimas, proteinas de transporte de la
cubierta celular, también forman complejos con los polisacaridos de la pared
célular.'” En efecto, nuestros resultados también evidenciaron la presencia de
taninos y otros compuestos con actividad antibacteriana, por lo que cabe la
posibilidad de atribuirle a estas sustancias dicho efecto antibacteriano, ya que
muchas experiencias previas de este tipo han demostrado que los taninos
presentes en una especie vegetal tienen, entre otras, accién antibacteriana'?,

como es el caso de la corteza frente Escherichia coliy Salmonella enterica.
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El extracto etandlico de la semilla de Persea americana Mill. “palto” presenta una
actividad antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli ATCC 23122,
Salmonella enterica subesp. enterica ATCC 14028 y Shigella sonnei ATCC
25931 estos resultados podrian ser debido a la naturaleza de los metabolitos
presente en el extracto de estudio y de sus mecanismos de accion sobre los
microorganismos ensayados que son similares a los obtenidos por un estudio
realizado en Bolivia en la semilla de Persea americana Mill. "palto”, en la cual la
actividad es atribuida a los metabolitos secundarios como flavonoides y taninos®.
Otro estudio reporta que el extracto etéreo de la semilla de Persea americana
Mill. “palto” tiene actividad frente a Staphylococcus aureus y el extracto etandlico
de la semilla Persea americana Mill. “palto” tiene actividad antibacteriana frente
Staphylococcus aureus y Escherichia coli.®

l.a variabilidad en la actividad antimicrobiana de los extractos de paito podria ser
debido a la naturaleza de las sustancias antimicrobianas presentes en los
extractos y de sus mecanismos de accion sobre los microorganismos
ensayados. La actividad antimicrobiana de los compuestos fendélicos, acidos
fenodlicos, taninos, terpenos, alcaloides y flavonoides estan documentados en la
literatura cientifica_

El mecanismo responsable del efecto antibacteriano de los fenoles puede estar
relacionado con procesos de inhibicion enzimatica por parte de los compuestos
oxidados posiblemente a través de reacciones con grupos sulfhidricos o a través
de interacciones inespecificas con las proteinas. La presencia de hidroxilos en
los anillos le confiere a los flavonoides mayor actividad contra bacterias Gram
positivas al inhibir la sintesis de ADN, en contraste con las Gram negativas,
sobre las que la actividad es menor. Su actividad de los taninos es debida,
probablemente, a su capacidad para formar complejos con proteinas solubles

extracelulares y a nivel de la pared celular de la bacteria. Otro factor muy
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importante que haya influido en la variabilidad de la actividad antibacteriana de
los extractos de Persea americana Mill. “palto”, es el solvente de extraccion.'” El
uso de extracto etandlico es comiin para este tipo de estudios. Sin embargo, la
seleccion de otros disolventes no polares fuertes para aislar agentes con
actividad antimicrobiana debido a la naturaleza lipidica de las paredes celulares
bacterianas, por io que se prefieren fracciones de baja polaridad come hexano y
acetona que incluso inhiben a micobacterias.®

Los espectros de las actividades antimicrobianas exhibidas por los extractos se
podrian atribuir a la presencia de estos fitoconstituyentes lo que podria significar
que Persea americana Mill. “palto” representa una fuente potencial de agentes
terapéuticos.® y que, ademas, se estaria respaldando su uso empirico en la
medicina tradicional.

Es de esperar que el estandar ciprofloxacino, por ser un farmaco de sintesis, con
un grado de pureza y espectro de accién definido, muestre los resultados de
inhibicion esperado, es por ello que, en todos los casos, la eficacia
antimicrobiana es muy superior a los extractos de Persea americana Mill. “palto”.
En la Tabla 5 y 6 se puede observar el promedio y el porcentaje de halos de
inhibicién de los diferentes extractos frente a las diferentes cepas en estudio, por
lo que se puede decir que todos los extractos en estudio muestran cierta
actividad inhibitoria sobre las diferentes cepas empleadas. En general las plantas
sintetizan sustancias quimicas como factor defensivo, tal es el caso de los
flavonoides que son conocidos por ser sintetizados en respuesta al ataque
microbiano.> Un estudio preliminar de las semillas de Persea americana, ha
revelado Jla presencia de catequinas, acido hidroxibenzoico, &cido
hidroxicinamico, flavonoles y procianidinas,’® resuitados que coinciden con los

obtenidos en este trabajo.
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Los diferentes extractos mostraron actividad antimicrobiana sobre las bacterias
en estudio. Se sabe que los metabolitos secundarios se distribuyen en toda la
planta, exhibiendo diferencias cuantitativas entre un d6rgano y otro. Esta
diferencia se pone de manifiesto en la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de hojas, cortezas y semillas de P. americana frente a cada cepa. En
efecto, se puede apreciar que el extracto de la semilla muestra un porcentaje de
inhibiciéon de 51,2%, frente a cepa de Shigella sonnei ATCC 25931 seguido de
Escherichia coli con un halo de inhibicién 32,2% y un halo de inhibicién de 14,9%
frente a cepa Salmonella enterica a una concentracién del 10%.

El extracto etanodlico de hojas muestra un halo de inhibicién de 27,9% frente a
cepa de Shigella sonnei, un halo de inhibicion de 22,8% frente a cepa de
Escherichia coli; y el extracto etandlico de la corteza Persea americana Mill.
“palto” muestra un halo de inhibicion de 24,8% frente a cepa de Escherichia coli,
un halo de inhibicion de 21,9% frente a cepa de Shigella sonnei y un halo de
inhibiciébn de 12,0% frente a cepa de Salmonella enterica. Como se puede
apreciar el extracto de la semilla muestra mayor porcentaje de inhibiciéon ya que
es el 6rgano donde se concentra la mayor parte de metabolitos secundarios
actives con actividad antibacteriana, seguida de las hojas y corteza. En este
sentido, podria afirmarse, que se trata de los taninos y fenoles presentes en
estos organos de P. americana®, ademas del grado de susceptibilidad de S.
sonnei frente a los metabolitos mayoritarios de la semilla, lo que se ha visto
traducida en un valor porcentual inhibitorio de 51,2% a mayor concentracion. Tal
como reporta estudios sobre la peptona, b-galactésido, acido abscisico
glicosilada, alcaloides, celulosa, poligalacto ureasa y los aceites volatiles fueron
reportados para Persea americana Mill. “palto” %, y podrian coadyuvar de
manera sinérgica con la actividad frente a las bacterias Gram negativas

ensayadas. A pesar de la fuerte resistencia intrinseca de estos microorganismos
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a la mayoria de agentes antimicrobianos, es importante la inhibicién lograda con
P. americana. Dado que los valores de CMI son bajos para todos los extractos,
esto es indicativo de que los fitoconstituyentes de las hojas y semillas de P.
americana tienen un alto potencial terapéutico que incluso trabajos cientificos
preliminares con los extractos etanélico y cloroférmico de las semillas inhibié el
crecimiento de M. {fuberculosis mostrando valores de CMI = 50 g/ml
respectivamente.®

Afirmar con exactitud el metabolito secundario con actividad antibacteriana,
resuitaria impreciso ya que, como se dijo, todos poseen cierta capacidad de
actuar frente a muchos microorganismos y se han postulado mdltiples formas de
actuacion de estos metabolitos sobre los microorganismos que conducen a la

muerte de las bacterias.¥
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VI. CONCLUSIONES

1. El extracto etandlico de las hojas de Persea americana Mill. “palto” presenta
una actividad antibacteriana frente a cepa de Shigella sonnei ATCC 25931 y
Escherichia coli ATCC 23122; no presenta ninguna actividad antibacteriana
frente a cepa de Salmonella enterica subesp. enterica ATCC 14028. El
extracto etandlico de la corteza de Persea americana Mill. “palto” presenta
una actividad frente a cepa de Escherichia coli ATCC 23122, Shigella sonnei
ATCC 25931 y Salmonella enterica subesp. enterica ATCC. Finalmente el
extracto etandlico de la semilla de Persea americana Mill. “palto” presenta una
actividad antibacteriana frente a cepa de Shigella sonnei ATCC 25931,
Escherichia coli ATCC 13122, Salmonella enterica subesp. enterica ATCC.

2. El extracto efandlico de las hojas, corteza y semilla de Persea americana Mill.
“palto” presentan metabolitos secundarios: En las hojas presenta una fuerte
cantidad de alcaloides, triterpenos y esteroides, resinas; moderada cantidad
de azicares reductores, taninos y fenoles, flavonoides; la corteza presenta
moderada cantidad de triterpenos y esteroides, resinas, azlcares reductores,
leve cantidad de taninos y fenoles; por uitimo la semilla presenta una fuerte
cantidad de alcaloides moderada cantidad de triterpenos y esteroides, taninos
y fenoles, flavonoides; leve cantidad de resinas y azicares reductores.

3. Los resuftados del extracto etandiico de las hojas de Persea americana Mill.
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“palto” frente a cepa de Escherichia coli ATCC 23122, reporta una
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de 0,625 mg/ml; y la Concentracién
Minima Bactericida (CMB) de 1,250 mg/mil; frente a cepa de Shigella sonnei
ATCC 25931, reporta una Concentraciéon Minima Inhibitoria de 0,625 mg/ml y
una Concentracion Minima Bactericida (CMB) de 1,250 mg/ml no muestran
actividad significativa sobre Salmonella enterica subesp. enterica ATCC
14028. Asi el extracto etandlico de la corteza reporta una Concentracion
minima Inhibitoria (CMI) de 0,039 y una Concentracién Minima Bactericida
(CMB) de 0,078 mg/ml frente a cepa de Escherichia coli ATCC 23122, frente
a cepa de Salmonella enterica subesp. enterica ATCC 14028 reporta una
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de 0,156 mg/ml y una Concentracién
Minima Bactericida (CMB) de 0,313 mg/ml; mientras la cepa de Shigella
sonnei ATCC 25931 reporta una Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
1,250 mg/ml y una Concentraciéon Minima Bactericida (CMB) de 2,500 mg/ml
E! extracto etandlico de la semilla muestra una Concentracién Minima
Inhibitoria (CMI) de 0,039 mg/ml y una Concentracion Minima Bactericida
(CMB) de 0,078 mg/ml frete a cepa de Escherichia coli ATCC 23122; frente a
cepa de Shigella sonnei ATCC 25931 reporta una Concentracién Minima
Inhibitoria (CMI) de 0,002 mg/ml y una Concentracion Minima Bactericida
(CMB) de 0,005 mg/ml; frente a Salmonella enterica subesp. enterica ATCC
25931 reporta una Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de 0,625 mg/mi y
una Concentracién Minima Bactericida (CMB) de 1,250 hg!ml. Se concluye
que el extracto etandlico de las hojas, corteza y semilla de Persea americana
Mill. “palto® presentan actividad antibacteriana frente a las cepas de

enterobacterias en estudio.
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Vil. RECOMENDACIONES

. ldentificar y cuantificar las moléculas presentes en el extracto etandlico de las
hojas, corteza y semilla de Persea americana Mill. “palto” con actividad
antibacteriana.

. Realizar estudios antibacterianos del extracto etanélico de las hojas, corteza y
semilla de Persea americana Mill. “palto” a concentraciones mayores que las
estudiadas.

. Continuar con el estudio del extracto etandlico de las hojas, corteza y semilla
de Persea americana Mill. “palto” frente a hongos y parasitos.

. Evaluar el grado de toxicidad del extracto etandlico de las hojas, corteza y
semilla de Persea americana Mill. “palto”.

. Seguir investigando plantas medicinales con actividad antibacteriana para

lograr altemativas del tratamiento de infecciones bacterianas.
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Anexo 1

Tabla 8. Certificado de clasificacion taxonémica.

£1 JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
? CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, !a Bach. en Farmmacia y Bioquim:ca, Srta. Vilma, NAJARRO LAURA, ha
solicitado a :dentificacion de una muestra vegetai para trabajo de investigacién.
Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de Clasificacién
de Cronquist, A. 1988. y es como sigue:

- promedyer . Lt ad i lall |nr|r I
Rk @ dadiidr b - B s E bt

CLASE : MAGNOUOPSIDA
SUB CLASE : MAGNOLIIDAE
ORDEN : LAURALES

FAMILIA : LAURACEAE
GENERQ : Persea

ESPECIE : Persea americana Mill.
N.V. : “palto”

Se expide la certificacién comespondients a solicitud de la interesada
para los fines que estime conven:ente.

Ayacucho, 29 de Mayo del 2613

L EaE
e
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Anexo 2

Tabla 9. Certificado de las cepas bacterianas.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DF HUAMANGA
: FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA DE FORMACION PROFESIONAL DE BIOLOGIA
AREA ACADEMICA DE MICROBIOLOGIA

LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA
Av. Independencia S/N Ciudad Universituria-Ayacucho

“Hacia la acreditacion anivensiiarnia:

CERTIFICACION

El quec suscribe Mg. Victor Luis Céardenas Lopez, Jefe del
Laboratorio de Bacteriologfa del Arca Académica de Microbiologia
de! Departamenio Académico de Ciencias Biol6gicas certifica que
s¢ cstan proporcionando las cepas de Escherichia coli ATCC
23122. Sulmonclla enterica subesp. enterica ATCC 14028 y Shigella
sonnei ATCC 25931 a la Snta. Vilma NAJARRO [LAURA, egresada
de ia Escucla de Formacion Profesional de Farmacia y Bioquimica
quicn desarrollara la investigacion titulada: Actividad Biologica del
extracto etandlico de las hojas, corteza y semilla de Perseu
americana Mill "palto” frente a cepas de enterobacterias. Ayacucho,
2013.

Se expide la presente constancia a solicitud de 1a interesada para los
fincs que crea conveniente.

Ayacucho, 14 de agosto de 2013.

A %ﬁmﬁ -
CBP IME
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Anexo 3

EXTRACTO DE HOAS.
gy ! f y \
|
‘1o, JACTO DZ CORTEZA
|
| |
|
! , i
| | :
i Ly ]
|Equ_ng_sa.ﬁnuhs |
I
| E

Figura 2. Coloraciones de metabolitos secundarios del extracto
etanolico de las hojas, corteza y semilla de Persea americana Mill.
“paito”.
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Anexo 4

Figura 3. Extracto etanélico de hojas corteza y semilla Persea americana Mill.
“palto”.
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Anexo 5
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Figura 4. Medios de cultivo y preparacion de los in6culos.
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Anexo 6

Figura 5. Halos de inhibicion de los diferentes extractos segun cepas.
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Anexo 7
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Figura 6. Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria y Concentracién
Minima Bactericida.
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Anexo 8
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Figura 7. Halos de inhibicién del extracto etandlico de hojas, semilla y corteza de
Persea americana Mill. “palto” frente a cepa de Escherichia coli. ATCC 23122.
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Anexo 9
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Figura 8. Halos de inhibicién del extracto etanélico de hojas, semilla y corteza de
Persea americana Mill. “palto” frente a cepa de Shigella sonnei ATCC 25931.
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Anexo 10
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Figura 9. Halos de inhibicién del extracto etandlico de la corteza y semilla de
Persea americana Mill. “palto” frente a cepa de Sa/monella enterica subesp.
enterica ATCC 14028.
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Anexo 11
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Figura 10. Porcentaje de inhibicion del extracto etanélico de las hojas, corteza y
semilla de Persea americana Mill. “palto” frente a cepa de Escherichia coliATCC

23122.
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Anexo 12
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Figura 11. Porcentaje de inhibicion del extracto etandlico de las hojas, corteza y
semilla de Persea americana Mill. “palto” frente a cepa de Shigella sonnei ATCC
25931.
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Anexo 13
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Figura 12. Porcentaje de inhibicién del extracto etandlico de las hojas, corteza y
semilla de Persea americana Mill. “palto” frente a cepas de Salmonella enterica
subesp. enterica ATCC 14028.
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Anexo 14
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Figura 13. Discos de ciprofloxacino.
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Anexo 15

RECOLECCION DE LA
MUESTRA

—— Limpieza y seleccién

Desecacion

—— Molienda

POLVO SECO

——Maceracién en etanol (14 dias)

EXTRACTO ETANOLICO

Concentrar (Bafio Maria a 45° C)

EXTRACTO FLUIDO

—— Pesar

t— Disolver en agua destilada estéril

EXTRACTO
ACUOSO

Figura 14. Preparacion del extracto etandlico.
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Anexo 16

AGAR MUELLER HINTON

Pesar
Disolver
Esterilizar
Enfriar a 45°C

Agregar el inéculo

MEDIO DE CULTIVO
INOCULADO

——Verter en placas Petri

(20 mi/placa)

PLACA EN AGAR
INOCULADO

Solidificar
Preparacion de discos
Depositar los discos

MEDIO DE CULTIVO
INOCULADO Y MUESTRA

—— Encubar a 37°C por 24 horas

LECTURA
(Diametro — mm)

Figura 15. Determinacién de la actividad antimicrobiana.
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Anexo 17

EXTRACTO ETANOLICO
Dividir en fracciones

De 2 miclu
Ensayo de Ensayo de Ensayo de
Dragendorff Lieberman-Burchard Resinas
Ensayo de
Fehling
Ensayc de

Cloruro férrico

Ensayo de
Shinoda

Figura 16. Ensayos con el extracto etandlico.
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Anexo 18.

Tabla 10. Matriz de consistencia

Titulo Problema Obljetivos Hipdtesis Variables Marco tedrico Metodologia
Actividad (Tendra Objativo General: El extracto Variable Persea wsmericana  Mill. Nivel de Investigacion.
biolégica del actividad » Evaluar la actlvidad etandlico da independients: “palto™", Experimental,
extracto bioldgica el arntibacteriana del extrapto las hojas, El extracto etandlico - Clasificaclin taxondmica Poblacién. Hojas, corteza vy
etanflico de extracto etandlico de hojas, corteza cortezay de las hojas, acrteza - Descripcién botanica semillas de Persea americana Mill
hojas, corteza efandlico de y semila de Persea semillade y semilla de Parsea - Propiledades vy usos ‘“pafto” que crecen en el distrito de
y semilla de los hojas, amaricana Mill.  *palte” Persea americana Mill.  medicinales Huaccana, provinala de Chincheras,
Persea corteza y frerde a cepas de americanaMill “palto’. - Metabolitoa secundarios con  regién Apurimac.
americana gamilla de entarobactarias, “palto” tienen Enterobacterias: actividad antlbacteriana. Muesfra. 1 kg de hojas, corteza y
Mill.  “palte® Fersea Objativos especificos: actividad e Escherichie coll.  Existe evidencla que da semilla de Persea emesricana Mill.
frente a cepas americana » Reullzar la marcha antibacteriang « Shigella sonnei. soporte ciertifico a la posible “palto”.
de Ml “paito”  fitoruimica del extracto frente a cepas « Salmonella actividad hioldgica de Unidad Experimental: Cepas de:
enterobacteri  &n cepas de etandlico de las hojas, de enterica subesp. Metabolitos  tales  como Escherichia coli ATCC 23122,
as, Ayacucho enterobacteria  corteza y semilla de Persea enterobacterla enterica, taninos, aceites esenciales, Salmonella enterica subesp.
2013. 87 ammricana Mill. “palto”. 8. Indicadores: saponinas, flavonoides, enterica ATCC 14028 vy shigella

e Detarminar  la  actividad
antibacteriana de! extracto
etandlico de las hojas,
corteza y semilla de Persea

amaricana  Mill.  ‘paite”
frerte & cepas de
entarobacterias a diferentes
concentraciones.

« Determinar la
Concentracian Minima
Inhibitoria (CMI) del

extracto etandlico de hojas,
corteza y semilla de Persea
ammricana Mill. “palto”.

« Determinar la
Concentracion Mirima
Bactericida (CMB) del

extracto etanélico de hojas,
corteza y semilla de Persea
amaricana Mill. “palto”.

Concentracionas de
0.5 1.0; 3.0; 5.0 y
10% del extracte
etandlico de las
hojas, corteza vy
semilla de Parsea
americana Mill.
“palta”.

Variable
dependiente:
Actividad biolégica.
Indicador:

Halos de inhibician
en mm,
Concentracion
Minima Inhibitoria y
Concentracion
Minima Bactericida
en mg/mL

compuestos fendlicos, etc.

Enterobactarias
- Morfologla.
«~ Patogenia y epidemiologla.

Antibacterianos
Ciprofloxacino
-Farmacocinética y
farmacodinamia.

- Farmacoqulmica.

sohhei ATCC 25831,adquiridas del
Laboratoric de Eactericlogla del
Area Académica e Microbiologia
del Departamento Académico de
Cienclas Bioldgicas de la UNSCH.
El método a utilzar es difusién en
disco (Kirby Bauer).

Disefio experimental

Se ensayaron cinco
concentraciones de 0,5; 1,0; 3,0; 5,0
y 10,0% con cinco repeticiones cada
una sobre Escherichia coli ATCC
23122, Salmonella enlerica subesp,
enterica ATCC 14028 y shigella
sonnei ATCC 25931,

Andlisis Estadistico

Los resultados se procesardn en
cuadros mediante el analisis de
varianza (ANOVA) y comparaciones
muttiples de tukey con un nivel de
significancia de 0,05,
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Actividad bioldgica del extracto etanoélico de las hojas
corteza y semilla de Persea americana Mill. “palto” frente

a cepas de enterobacterias. Ayacucho, 2013.

Vilma Najarro Laura', Victor Luis Cardenas Lépez' y Vilma Vivian Falconi Ore!.
'Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga.

RESUMEN

El presente estudio se realizo con el objetivo de determinar la actividad antibacteriana del extracto etandlico
de las hojas, corteza y semilla de Persea americana Mill. “palto”, realizado en los laboratorios de bioquimica
y microbiologia de la Facultad de Ciencias Biol6gicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga, en los meses de Junio a Noviembre del 2013. El tipo de investigacién fue bésico experimental. Se
empled el método de disco difusiéon de Kirby Bauer utilizando las cepas de Escherichia coli ATCC 23122,
Salmonella enterica subesp. enterica ATCC 14028 y Shigella sonnei ATCC 25931.Fueron ensayadas
concentraciones de 0,5; 1,0; 3,0; 5,0 y 10%; como control se utilizé ciprofloxacino de Sug. Los extractos
contienen: taninos, compuestos fendlicos, flavonoides, lactonas y/o cumarinas, quinonas, catequinas, azdcares
reductores, alcaloides, triterpeno y/o esteroides. Se encontré que el extracto etandlico de las hojas de P.
americana muestra una actividad antibacteriana frente a E. coli, alcanzando 22,8% de inhibicién al 10%; CMI
de 0,625mg/ml y CMB de 1,250 mg/ml; frente a cepa de Shigella sonnei, alcanzando 27,9% de inhibicién al
10%, CMI 0,625 mg/ml y CMB de 1,250 mg/ml; no muestran actividad significativa sobre Salmonella
enterica. Asi el extracto de la corteza muestra una actividad antibacteriana frente a E. coli, alcanzando 24,8 %
de inhibicién al 10%, CMI de 0,039 mg/ml y CMB de 0,078 mg/ml; Salmonella enterica fue inhibida en
12,0% con una CMI de 0,156 mg/m! y CMB de 0,313 mg/ml; Shigella sonnei fue inhibida en un 21,9% con
una CMI 1,250 mg/ml y CMB de 2,500 mg/ml y el extracto etandlico de la semilla muestra una actividad
frente a E. coli alcanzando 34,2 % de inhibicion al 10% con una CMI de 0,039 mg/ml y CMB de 0,078mg/mi;
frente a Shigella sonnei el halo de inhibicion fue de 51,2 % con una CMI de 0,002 mg/ml y la CMB de 0,005
mg/ml; frente a Salmonella enterica alcanzando 14,9% de inhibicién al 10%; CMI de 0,313 mg/ml y CMB de
0,625 mg/ml. Se concluye que los extractos etanélico de las hojas, corteza y semilla tienen actividad
antibacteriana frente a las cepas bacterianas en estudio.

Palabras clave: Persea americana Mill., Concentracién Minima Inhibitoria (CMI), Concentracién Minima
Bactericida (CMB) Escherichia Coli ATCC 23122, Salmonella enterica subesp. enterica ATCC 14028 y
Shigella sonnei ATCC 25931

SUMMARY

The present study was conducted to determine the antibacterial activity of the ethanol extract from the leaves,
bark and seeds of Persea americana Mill. "Avocado", performed in the laboratories of biochemistry and
microbiology at the School of Biological Sciences, National University San Cristobal de Huamanga in the
months from June to November 2013 the research was experimental basics. The method of Kirby Bauer disk
diffusion using Escherichia coli ATCC 23122, Salmonella enterica subsp used. enterica and Shigella sonnei
ATCC 14028 ATCC 2593 1.Fueron tested concentrations of 0.5, 1.0, 3.0; 5.0 to 10%; 5 ug ciprofloxacin as a
control was used. Extracts containing: tannins, phenolic compounds, flavonoids, lactones and / or coumarins,



quinones, catechins, reducing sugars, alkaloids, triterpene and / or steroids. It was found that the ethanolic
extract of the leaves of P. americana shows an antibacterial activity against E. coli, reaching 22.8% inhibition
at 10%; MIC of 0.625 mg / ml and MBC 1,250 mg / ml; against Shigella sonnei, reaching 27.9% inhibition to
10%, CMI 0.625 mg / ml and MBC 1,250 mg / ml; not show significant activity on Salmonella enterica. Thus
the bark extract shows an antibacterial activity against E. coli, reaching 24.8% inhibition to 10%, MIC of
0.039 mg / ml and MBC 0,078 mg / ml; Salmonella enterica was inhibited by 12.0% with an MIC of 0.156
mg / ml and 0.313 mg MBC / ml; Shigella sonnei was inhibited by 21.9% with an MIC 1.250 mg / ml and
WBC of 2,500 mg / ml and the ethanol extract of the seed shows activity against E. coli reaching 34.2%
inhibition at 10% an MIC of 0.039 mg / ml and MBC 0,078mg / ml; Shigella sonnei versus the zone of
inhibition was 51.2% with an MIC of 0.002 mg / ml and the MBC of 0,005 mg / ml; Salmonella enterica
versus 14.9% inhibition reached 10%; MIC of 0.313 mg / ml and MBC 0.625 mg / ml. It is concluded that the
ethanolic extracts of the leaves, bark and seeds have antibacterial activity against the bacterial strains studied.

Keywords: Persea americana Mill, minimum inhibitory concentration (MIC), Minimum Bactericidal
Concentration (CMB) Escherichia coli ATCC 23122, Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 14028 and

ATCC 25931 Shigella sonnei ]

INTRODUCCION

Las plantas medicinales son importantes para la
investigacion farmacoldgica y el desarrollo de
medicamentos, no sélo cuando los constituyentes de
las plantas se usan directamente como agentes
terapéuticos sino también como material base para
la sintesis de los medicamentos o como modelos
para compuestos farmacol6gicamente activos.'

En la actualidad estamos expuestos a muchas
enfermedades de indole microbiana que son tratados
con medicamentos comerciales, que al no ser
consumidos en forma correcta producen una
resistencia de las bacterias a dicho farmaco, por lo
que con mayor frecuencia el medicamento resulta
ineficiente?, en este sentido, la medicina tradicional
o herbolaria es wuna alternativa para tratar
enfermedades infecciosas.

Las comunidades rurales utilizan tradicionalmente
las plantas como medio para curar sus
enfermedades. Ellos han recibido de generacién en
generacion un bagaje de conocimientos que se ha
acumulado desde tiempos inmemoriales sobre
seleccion, manejo, conservacion y uso de las
diferentes especies de plantas que crecen en nuestro
pais, y en los iltimos afios los habitantes de las
ciudades estan utilizando por lo que se puede decir
que esta en auge la medicina tradicional.

Entre las especies utilizadas tenemos a Persea
americana Mill. “palto”, una lauraceae originario de
América Central y Meéxico, es cultivado
actualmente en casi todos los paises de clima célido
y templado® # incluido el Perd que cuenta con una
seric de microclimas, uno de ellos con
caracteristicas aptas para el desarrollo de la especie
Persea americana Mill. “palto™, particularmente en
nuestra regioén, en zonas calidas de la provincia de
Huanta, y el Valle del rio Apurimac, Ene y Mantaro

(VRAEM)' también en la regién de Apurimac se
cultivan en los Valles de Pampas y Pulcay, es muy
utilizada por sus propiedades alimenticias,
medicinales por su uso tradicional para diferentes
afecciones entre las cuales antiespasmodica,
antihelmintica. Los compuestos extraidos de las
plantas que poseen actividad antibacteriana
generalmente son compuestos fendlicos y
polifenoles entre los que se encuentran quinonas,
flavonoides, taninos. Otros son los terpenoides y
aceites  esenciales, alcaloides, lectinas y
polipeptidos, entre otro Persea americana Mill.
“palto” presentan actividad antibacteriana frente a
cepas de Escherichia coli, Shigella'y Samonella.**
Debido a esto nos planteamos el objetivo general
de:

Evaluar la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de hojas, corteza y semilla de Persea
americana Mill. “palto” frente a cepas de
Escherichia coli ATCC 23122, Salmonella enterica
subesp. enterica ATCC 14028 y Shigella sonnei
ATCC 25931, y los objetivos especificos:
Identificar  cualitativamente los  metabolitos
secundarios de las hojas, corteza y semilla de
Persea americana Mill. “palto”, determinar la
actividad antibacteriana frente a cepas de
enterobacterias a diferentes  concentraciones;
determinar la concentracion minima inhibitoria
(CMD) y la concentracion minima bactericida
(CMB) de los extractos etandlico de las hojas,
corteza y semilla de Persea americana Mill
“palto”™.

MATERIALES Y METODOS
DEFINICION DE LA POBLACION Y
MUESTRA
Poblacion



Hojas, corteza y semilla de Persea americana Mill.
“palto” que fueron recolectados en el valle de
Pulcay, distrito de Huaccana, provincia de
Chincheros, region de Apurimac a 3050 msnm,
Pert.
Muestra

1 kg de hojas, corteza y semilla de Persea
americana Mill. “palto”.

Microorganismos de ensayo

Escherichia coli ATCC 23122, Salmonella enterica
subesp. enterica ATCC 14028 y Shigella sonnei
ATCC 25931 que fueron adquiridos del Laboratorio
de Bacteriologia del Area Académica de
Microbiologia del Departamento Académico de
Ciencias Biolégicas de la UNSCH.
DISENO METODOLOGICO
Metodologia para la recoleccion de datos
Recoleccion y procesamiento de la muestra

La recoleccion y seleccién de las hojas, corteza y
semilla se realiz6 de acuerdo a las recomendaciones
establecidas por Villar del Fresno.

Las hojas, corteza y semilla fueron sometidas a un
tratamiento de limpieza y seleccion para eliminar
todo elemento extrafio. Seguidamente fueron
desecados a temperatura ambiente bajo ventilacién
sobre papel kraf, durante 15 dias y finalmente
fueron sometidas a molienda hasta obtener un polvo
fino no mayor a 3 mm.®

Preparacion del extracto de las hojas, corteza y
semilla

Se pesd 1 kg de las hojas, corteza y semilla de
Persea americana Mill. “palto™ pulverizadas luego
se afiadid 2 1 de etanol de 96° y las tres muestras
fueron maceradas por separado en un frasco de
vidrio de color ambar por un periodo de 7 dias con
agitacién diaria. Seguidamente se filtr6 en un
sistema al vacfo y se procedid a concentrar
utilizando el equipo de bafio Maria a una
temperatura de 45°C hasta obtener un exiracto seco
y conservandose el extracto en el refrigerador a una
temperatura de 8°C hasta realizar las diferentes
pruebas antibacterianas.®

Determinacién cualitativa de los metabolitos
secundarios

Para la identificacidon de los diferentes metabolitos
secundarios presentes en las hojas, corteza y semilla
de Persea americana Mill. “palto”, se realizaron
mediante reaccion de coloracion y precipitacion
siguiendo la metodologia propuesta por Miranda.?®

Determinacion de la actividad

antibacteriana

La evaluacion antibacteriana se realizé utilizando el
método de difusién en disco (Kirby-Bauer) para la
determinacion del halo de inhibicién, y por el
método de dilucidn en caldo para la determinacion
de la CMI y CMB."#

A. Activacién de las bacterias

Para activar las cepas de Escherichia coli ATCC
23122, Salmonella enterica subesp. enterica ATCC
14028 y Shigelia sonnei ATCC 25931, procedid a
inocular en tubos de ensayo con 5ml de caldo
nutritivo, se incubd a una temperatura de 37°C por
18 horas °

B. Preparacion del inoculo de las bacterias

Con las tres cepas reactivadas se procedié por
separado a seleccionar 5 colonias en 5 ml de caldo
nutritivo, se incubd a 37°C hasta que la turbidez sea
visible (5 horas fase logaritmica). Y se ajusté la
turbidez visualmente al estandar de 0,5 de la escala
de McFarland.’

Determinacién del halo de inhibicion®

* En cada placa Petri se colocaron 20 ml de agar
Mueller Hinton previamente esterilizado y se
dej6 solidificar en el medio.

Con un hisopo estéril sumergitlo en la
suspension y eliminar el exceso presionandolo
sobre la pared interna del tubo.

Inocular la superficie de la placa de agar de
Mueller Hinton con el hisopo pasandolo
uniformemente por toda la superficie por tres
direcciones. Por Gltimo, pasar el hisopo por ¢l
perimetro externo del agar .Dejar reposar 5
minutos.

Colocar los discos impregnado con los extractos
a diferentes concentraciones sobre la superficie
del agar utilizando una pinza estéril y
apretandolos suavemente sobre la superficie del
agar y con el control positivo (ciprofloxacino
5pg).Dejar las placas 15 minutos a temperatura
ambiente.

Incubar la placa en posicion invertida a 37°C
durante 24 horas.

s  Medir los diametros de la zona de inhibicion

con una regla utilizando luz refleja sobre fondo
negro.

v

Interpretacién: La formacion de halo de inhibicion
significa sensibilidad (S) y la no formacidn
resistencia (R).



Determinacién del porcentaje de inhibicién: Para
el célculo del porcentaje de inhibicion se usé la
siguiente férmula:

Didmetro 1el haly de irhikicion de b muestrc -
Diinaire de o Genbbicin il ol

Parcentaje de inhibicion =

Determinaciéon de la Concentracibn Minima
Inhibitoria (CMI)*

e Se prepararon |5 tubos de ensayo previamente
esterilizados y rotulados del 1 al 15.

e A partir del tubo 1 hasta el tubo 15, se
agreg61ml del caldo nutritivo.

e Posteriormente se agregd Iml del extracto al
tubo 1, a partir del cual se traspas61ml al tubo 2
y asi sucesivamente hasta el tubo 14, del cual se
tomé Iml y se descartd. El tubo 15 no recibid
extracto, siendo éste el control.

e Luego se agregé Iml del indculo de la cepa
bacteriana a todos los tubos y se llevaron a
incubacidn a 37°C por 24 horas.

Interpretaciéon Se considera CMI como la
concentracion correspondiente al tubo con menor
concentracién donde no ha habido desarrollo
bacteriano, demostrado por la ausencia de turbidez.

Determinacion de la Concentracion Minima
Bactericida (CMB).’

e Una vez observado la turbidez, al determinar la
CMI; se procedi6é a sembrar con la ayuda del
asa de Kolle, los caldos no turbios en las placas
con agar Mueller Hinton

e Posteriormente se incubaron a 37°C por 24
horas.

Interpretacion: Se determiné la CMB verificando
si hubo o no crecimiento de cepa bacteriana en las
placas sembradas.

Anilisis de datos

Los resultados se presentan en tablas y figuras.
También se realizd la interpretacion mediante el
andlisis de varianza (ANOVA) y comparaciones
multiples de Tukey con un nivel de significancia de
0.05, con el programa SPSS versién 21.

RESULTADOS
Tabla 3. Identificacion de metabolitos secundarios
presentes en el extracto etandlico de las hojas,

corteza y semilla de Persea americana Mill.
“palto™. Ayacucho 2013.

Metabolitos

Setsndailis Ensayo E. etandlico
Hojas Corleza Semilla
Alcaloides Dragendorff’ +H + 4+
Triterpenos  Lieberman -
y Esteroides Burchard i A A
Bicsions Resinas . ++ +
Azcarcs 2
reductores Fehling ++ ++ +
Taninos y Cloruro
fenoles férrico H 2 *
Flavonoides Shinoda +4+ ++

Leyenda: Leve (+), Moderad (++), Fuerte (+++)

Tabla 4. Actividad antibacteriana del extracto
etanélico de Persea americana Mill. “palto”
frente a cepas de Escherichia coli ATCC 23122,
Salmonella enterica subesp. enterica ATCC
14028 y Shigella sonnei ATCC 25931. Ayacucho
2013.

Especie Actividad antibacteriana del
bacteriana extracto etandlico de Persea
americana Mill. “palto”
Hoja corteza semilla

Escherichia coli + + I
ATCC 23122
Salmonella - + s

enterica subesp.
enterica ATCC

14028
Shigella  sonnei + + +
ATCC 25931

Leyenda: No presenta actividad antibacteriana (-),
presenta actividad antibacteriana (+)

Tabla S. Promedio de halos de inhibicién (mm)
del extracto etandlico de hojas, corteza y semilla
de Persea americana Mill. “palto” frente a cepas
de Escherichia coli, Salmonella enterica subesp.
enterica y Shigella sonnei. Ayacucho 2013.

Co FEschenichia coli Saimoneila enterica Shigella sonnei
ne.
%
Hoj  Cort  Semi Hoj Cort Semi Ho  Cott  Semi
a era lla a cza lla ja eza lla
0,5 63 62 63 - 50 - 50 5.04 548

2



30 9.4 8,02 9.3 - 5,14 55 60 5,16 10,9

6 8

50 97 100 1008 - 524 626 88 578 137
a 6

jo, 10, 1,0 1524 - 604 15 91 78 168
0 18 6 4

Leyenda: No hubo halo de inhibicion (-)

Tabla 6. Porcentaje de halos de inhibicién del
extracto etandlico de hojas, corteza y semilla de
Persea americana Mill. “palto” en cepas de
Escherichia coli, Salmonella enterica subesp.
enterica y Shigella sonnei, frente al estandar

ciprofloxacino 5 pg. Ayacucho 2013.
Co Escherichia coli Satmonelin enterica
%

Shigella sonnei

Ho Cort Semi Hoj Cart Semi Ho Cort Semi
em

ja czn lia a Hla ja eza ila
0,5 14, 13,9 14,1 - 10,0 - 15, 154 16,7
2 2
1.0 1%, 16,4 186 - 10,1 1,0 16, 156 30,3
1 2
3,0 21, 18,0 20,9 - 10,2 11.0 18, 15,7 33,2
2 5
50 21, 5 226 - 104 12,5 27, 17.6 41,8
7 L]
10, 2 248 342 - 120 149 27, 219 512
0 8 g

Leyenda: No hubo halo de irhibicion (-)

Tabla 7 Concentracibn Minima Inhibitoria y
Concentracion Minima Bactericida del extracto
etanélico de hojas, corteza y semilla Persea
americana Mill. “palto” frente a cepas de
Escherichia coli, Salmonella enterica subesp.
enterica y Shigella sonnei. Ayacucho 2013.

Salmornella

N Cmg/ml Escherichia coli o Shigella sonnei
H Co § H S 3 H Co S
1 2500 - + - - A 5
-
2 125 . + - B4 * =
3 0,625 * + . - * + -
4 0313 + - 22 : " * + -
5 0,156 + - -+ * + + + -
6 0,078 + - : + o+ * * + =
7 0,039 + . * + + + + + &
3 0,020 + + + o+ * + + + i
9 0010 + + + o+ o+ + + + -
*
1
o 0,005 + + E R + + + -
: 0,002 + + o+ 4+ 4+ + + + *
; 0,001 + + + + + + + + +
; 0,0006 + .+ + o+ o+ + + + o

Leyenda: No hubo crecimiento (-), Hubo
crecimiento (+), CMI (*), CMB (**), Concentracion
©, Hoja (H), Corteza (Co), Semilla (S)

DISCUSION

El presente estudio se llevé a cabo sobre cepas de
Escherichia coli ATCC 23122, Salmonella enterica
subesp. enterica ATCC 14028 y Shigella sonnei
ATCC 25931; con el objetivo de comprobar la
actividad antibacteriana del extracto etandlico de las
hojas, corteza y semilla de Persea americana Mill.
“palto” sobre estos microorganismos, principales
inductores de las afecciones gastrointestinales. La
actividad antibacteriana sobre estos
microorganismos estd representada por la presencia
de los halos de inhibicién. Mientras mayor es el
didmetro del halo de inhibicion mejor es la
actividad antibacteriana del extracto en estudio.

Es comin el empleo de las semillas, hojas y corteza
con la finalidad de obtener variados efectos
terapéuticos, entre las diversas aplicaciones
terapéuticas se incluyen aquellas con actividad
antibactenana, razdn a ello es que se procedié a
realizar su estudio.

Para la extraccion del extracto de las hojas, corteza
y semilla de la Persea americana Mill. “palto” se
utilizé6 como solvente el etanol, tal como lo realizo
Acharte®. La Tabla 3, muestra los resultados de la
identificacion de los diferentes metabolitos
secundarios presentes en las hojas, corteza y semilla
de Persea americana Mill. “palto”.

Del tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de
las hojas de Persea americana Mill. “palto”, se
puede apreciar presencia de alcaloides, terpenos,
esteroides y resinas, azicares reductores, taninos
fenoles y flavonoides. Resultados similares fueron
reportados por Torres para el extracto acuoso de las
hojas de Persea americana Mill. con presencia de
flavonoides derivados del quercetol, catequina,
epicatequina, perseita y perseitol; también terpenos,
sisquiterpenos, taninos.’ Otro estudio sobre la
capacidad antioxidante de plantas medicinales como
palto, eucalipto, alcachofa y otros, reportd, en
general, su alto contenido de fenoles observados en
el extracto de las hojas.'® Asi mismo Niogret e al’’.
Determinaron la presencia de terpenoides en un
estudio que realizaron sobre las variaciones de los
terpenoides en Persea americana Mill. La presencia
de compuestos fendlicos como los terpenoides
también se hizo evidente en la muestra usada para
este trabajo.

En el extracto etandlico de la corteza Persea
americana Mill. “palto, se observa la presencia de
alcaloides, taninos y fenoles, triterpenos, esteroides,
resinas, azicares reductores; tal como reportan
Niogret et al'!. la presencia de resinas y alcaloides
en la corteza de Persea americana Mill’ Otro
estudio realizado en hojas y corteza de
Cinnamomum verum “canela” reporta la presencia
de flavonoides, lignanos y taninos con la cual



demostraron su actividad antibacteriana, antifangica
y antiespasmodica.® Los resultados obtenidos en
esta investigacidn muestran la presencia de dichos
compuestos en la hoja y corteza de Persea
americana Mill, que ofrece una fuente natural de
antibacterianos sugirtendo asi la potencialidad de
uso terapéutico.

El extracto etandlico de las semillas de Persea
americana Mill. “palto”, presenta metabolitos
secundarios como alcaloides, triterpenos, esteroides,
resinas, azicares reductores, taninos, fenoles y
flavonoides. Resultados similares reportaron Idris y
col. en un screening fitoquimico y estudio de la
actividad antibacteriana de la semilla de Persea
americana, lo cual revelé Ia presencia de
flavonoides, taninos, saponinas, alcaloides
esteroidales y terpenoides.’” Asi mismo, Rodriguez
et al® en un estudio realizado sobre la actividad
antioxidante y antimicrobiana in vitro de la semilla
de Persea americana, en el que reportaron una
variedad considerable de compuestos fendlicos
como catequinas y acido hidroxibenzoico (OH-B),
acido hidroxicinamico (C-OH), flavonoles, y
procianidinas. Las epicatequinas fueron los
compuestos mas abundantes (98%). La presencia de
estos metabolitos también se hizo evidente en la
muestra usada para este trabajo.

Como se observa en Tabla 3 hay presencia de
taninos y fenoles pero no la que se esperaba, esto
podria atribuir al tipo de disolvente utilizado para la
extraccion ya que la polaridad del disolvente juega
un papel clave en el aumento fenélico, por lo
general los disolventes menos polares se consideran
adecuados para la extraccion de fenoles lipofilos asi
como la acetona acuosa (70%) es eficiente para la
recuperacidn de taninos y que el etanol era el
disolvente menos efectiva de acuerdo a nuestros
resultados

Estos resultados podrian también explicarse por las
diferentes condiciones de crecimiento de la planta,
los factores ambientales, el estado de maduracion y
técnicas de procesamiento en la extraccion de los
metabolitos secundarios.®

En caso de la actividad antibacteriana, el uso de la
técnica de difusion en disco Kirby Bauer permite un
analisis preliminar eficaz para demostrar efectos
antibacterianos del extracto etandlico de las hojas,
corteza y semilla de Persea americana Mill
“palto”. Asi la Tabla 4 muestra la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de
Persea americana Mill. “palto” frente a cepas de
Escherichia coli, ATCC 23122 y Shigella sonnei
ATCC 25931; Giao et aPen un estudio realizado
sobre la capacidad antioxidante y actividad
antibacteriana de algunas plantas medicinales como

eucalipto, alcachofa y palto reportaron que dicha
actividad antibacteriana se debia, en general, a su
alto contenido de fenoles observados en el extracto

- de las hojas Asi mismo reporta Torres que el

extracto metandlico de la hoja y tallo de Persea
americana Mill tienen una actividad antibacteriana
sobre Staphylococcus aureus, y el extracto acuoso
de la hoja y tallo tienen una actividad
antiespasmodica frente al ilion de cerdo y el dtero
de rata’, por lo que se le puede atribuirle esta
actividad a la buena presencia de compuestos
activos con actividad antimicrobiana presente en el
extracto en estudio.

No presenta actividad antibacteriana a las
concentraciones estudiadas; frente a cepa de
Salmonella enterica subesp. enterica ATCC 14028.
La estructura quimica de la cubierta bacteriana
Gram negativa es mas sofisticada que de las Gram
positivas, de ahi que la actividad sobre aquellas es
minima.

El extracto etandlico de la corteza de Persea
americana Mill.  “palto” presenta actividad
antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli,
ATCC 23122 Salmonella entérica subesp. enterica
ATCC 14028 y Shigella somnei ATCC 25931. Los
taninos se encuentran en cualquier parte de la planta
como es el caso de la corteza al cual se asigna
distintos efectos como estimulacion de células
fagocitarias, actividad antitomoral y un amplio
espectro antibacteriano. Su accion antibacteriana
puede estar relacionada con su capacidad para
mactivar las adhesinas del microorganismo,
enzimas, proteinas de transporte de la cubierta
celular, también forman comple_}‘os con los
polisaciridos de la pared célular.’’ En efecto,
nuestros resultados también evidenciaron la
presencia de taninos y otros compuestos con
actividad antibacteriana, se atribuye a estas
sustancias dicho efecto antibacteriano, ya que
muchas experiencias previas de este tipo han
demostrado que los taninos presentes en una especie
vegetal tienen, entre otras, accion antibacteriana>,
como es el caso de la corteza frente Escherichia coli
y Salmonella enterica.

E! extracto etanélico de la semilla de Persea
americana Mill. “palio” presenta una actividad
antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli
ATCC 23122, Salmonella enterica subesp. enterica
ATCC 14028 y Shigella sonnei ATCC 25931 estos
resultados podrian ser debido a la naturaleza de los
metabolitos presente en el extracto de estudio y de
sus mecanismos de accion sobre los
microorganismos ensayados que son similares a los
obtenidos por un estudio realizado en Bolivia en la
semilla de Persea americana Mill. “palto”, en la



cual la actividad es atribuida a los metabolitos
secundarios como flavonoides y taninos’. Otro
estudio reporta que el extracto etéreo de la semilla
de Persea americana Mill. tiene actividad frente a
Staphylococcus aureus y el extracto etandlico de la
semilla Persea americana Mill. “palto” tiene
actividad antibacteriana frente Sraphylococcus
aureus y Escherichia coli."

La variabilidad en la actividad antimicrobiana de los
extractos de palto podria ser debido a la naturaleza
de las sustancias antimicrobianas presentes en los
extractos y de sus mecanismos de accion sobre los
microorganismos  ensayados. La  actividad
antimicrobiana de los compuestos fendlicos, acidos
fenélicos, taninos, terpenos, alcaloides y
flavonoides estin documentados en la literatura
cientifica.

El mecanismo responsable del efecto antibacteriano
de los fenoles puede estar relacionado con procesos
de inhibicion enzimatica por parte de los
compuestos oxidados posiblemente a través de
reacciones con grupos sulfhidricos o a través de
interacciones inespecificas con las proteinas. La
presencia de hidroxilos en los anillos le confiere a
los flavonoides mayor actividad contra bacterias
Gram positivas al inhibir la sintesis de ADN, en
contraste con las Gram negativas, sobre las que la
actividad es menor. Su actividad de los taninos es
debida, probablemente, a su capacidad para formar
complejos con proteinas solubles extracelulares y a
nivel de la pared celular de 1a bacteria. Otro factor
muy importante que haya influido en la vanabilidad
de la actividad antibacteriana de los extractos de
Persea americana Mill. “palto”, es el solvente de
extraccion.® El uso de extracto etandlico es comun
para este tipo de estudios. Sin embargo, la seleccion
de otros disolventes no polares fuertes para aislar
agentes con actividad antimicrobiana debido a la
naturaleza lipidica de las paredes celulares
bacterianas, por lo que se prefieren fracciones de
baja polaridad como hexano y acetona que incluso
inhiben a micobacterias."

Los espectros de las actividades antimicrobianas
exhibidas por los extractos se podrian atribuir a la
presencia de estos fitoconstituyentes lo que podria
significar que Persea americana Mill. “palto”
representa una fuente potencial de agentes
terapéuticos.'>y que, ademis, se estaria respaldando
su uso empirico en la medicina tradicional.

Es de esperar que el estandar ciprofloxacino, por ser
un farmaco de sintesis, con un grado de pureza y
espectro de accion definido, muestre los resultados
de inhibicidn esperado, es por ello que, en todos los
casos, la eficacia antimicrobiana es muy superior a
los extractos de Persea americana Mill. “palto”.

En la Tabla 5 y 6 se puede observar el promedio y
el porcentaje de halos de inhibicién de los diferentes
extractos frente a las diferentes cepas en estudio,
por lo que se puede decir que todos los extractos en
estudio muestran cierta actividad inhibitoria sobre
las diferentes cepas empleadas. En general las
plantas sintetizan sustancias quimicas como factor
defensivo, tal es el caso de los flavonoides que son
conocidos por ser sintetizados en respuesta al ataque
microbiano.'? Un estudio preliminar de las semillas
de Persea americana, ha revelado la presencia de
catequinas, acido  hidroxibenzoico,  &cido
hidroxicinamico, flavonoles y procianidinas,'
resultados que coinciden con los obtenidos en este
trabajo.

Los extractos etandlico mostraron actividad
antimicrobiana sobre las bacterias en estudio. Se
sabe que los metabolitos secundarios se distribuyen
en toda la planta, exhibiendo diferencias
cuantitativas entre un 6rgano y otro. Esta diferencia
se pone de manifiesto en la actividad antibacteriana
de los extractos etandlico de semillas, cortezas y
hojas de P. americana frente a cada cepa. En efecto,
se puede apreciar que el extracto de la semilla
muestra un porcentaje de inhibicion de 51,2%,
frente a cepa de Shigella sonnei ATCC 25931
seguido de Escherichia coli con un halo de
inhibicién 32,2% y un halo de inhibicion de 14,9%
frente a cepa Salmonella enterica a una
concentracion del 10%.

El extracto etanélico de hojas muestra un halo de
inhibicion de 279% frente a cepa de Shigella
sonnei, un halo de inhibicién de 22,8% frente a cepa
de Escherichia coli; y el extracto etandlico de la
corteza Persea americana Mill. “palto” muestra un
halo de inhibicion de 24,8% frente a cepa de
Escherichia coli, un halo de inhibicién de 21,9%
frente a cepa de Shigella sonnei y un halo de
inhibicién de 12,0% frente a cepa de Salmonella
enterica. Como se puede apreciar el extracto de la
semilla muestra mayor porcentaje de inhibicion ya
que es el drgano donde se concentra la mayor parte
de metabolitos secundarios activos con actividad
antibacteriana, seguida de las hojas y corteza. En
este sentido, podria afirmarse, que se trata de los
taninos y fenoles presentes en estos organos de P.
americana"', ademas del grado de susceptibilidad
de S. sonnei frente a los metabolitos mayoritarios de
la semilla, lo que se ha visto traducida en un valor
porcentual inhibitorio de 51,2% a mayor
concentracion. Tal como reporta estudios sobre la
peptona, b-galactésido, acido abscisico glicosilada,
alcaloides, celulosa, poligalacto ureasa y los aceites
volatiles fueron reportados para Persea americana
Mill. “palto” *°, y podrian coadyuvar de manera



sinérgica con la actividad frente a las bacterias
Gram negativas ensayadas. A pesar de la fuerte
resistencia intrinseca de estos microorganismos a la
mayoria de agentes antimicrobianos, es importante
la inhibicion lograda con P. americana. Dado que
los wvalores de CMI son bajos para todos los
extractos, esto es mdicativo de que los
fitoconstituyentes de las hojas y semillas de P.
americana tienen un alto potencial terapéutico que
incluso trabajos cientificos preliminares con los
extractos etandlico y cloroférmico de las semillas
inhibit el crecimiento de M. tuberculosis mostrando
valores de CMI < 50 g/ml. respectivamente.**
Afirmar con exactitud el metabolito secundario con
actividad antibacteriana, resultaria impreciso ya
que, como se dijo, todos poseen cierta capacidad de
actuar frente a muchos microorganismos. y se han
postulado miltiples formas de actuacién de estos
metabolitos sobre los microorganismos que
conducen a la muerte de las bacterias.'®
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