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RESUMEN

El presente trabajo de investigacién tuvo como objetivo conocer la actividad
antibacteriana in vitro de los compuestos fendlicos aislados de las hojas de
Rumex crispus L “romaza” frente a Escherichia coli ATCC 35218, el cual se llevo
acabo en los laboratorios de Farmacognosia de la Facultad de Ciencias de la
Salud y Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga, de abril a junio del 2016. El material
vegetal fue recolectado en el distrito de Santiago de Pischa, provincia de
Huamanga, region Ayacucho, Per(. La investigacion fue de tipo bésico-
experimental. A partir del extracto etandlico se aislé6 compuestos fendlicos con
éter de petréleo y acetato de etilo. Para la identificacion de compuestos fendlicos
se realizaron ensayos con FeCl; al 5% y Shinoda, se evaluaron parametros
fisico-quimicos y organolépticos segun Miranda y Cuellar, para determinar el
efecto antibacteriano se emple6 el método de difusién en discos segun Kirby-
bauer y la concentracién minima inhibitoria y concentracibn minima bactericida
se determind bajo el método de macrodilucion en caldo nutritivo. Los
compuestos fendlicos aislados presentan abundante cantidad de flavonoides, los
parametros fisico quimicos fueron para humedad de 8,1 cenizas de 2,1 pH de 4
a 5. Los compuestos fendlicos aislados muestran una mejor actividad
antibacteriana frente a Escherichia coli al 20% con didmetro de inhibicion de 22,8
mm. La concentraciébn minima inhibitoria y bactericida fue de 0,313 mg/mL y
0,625 mg/mL respectivamente. En conclusion, los compuestos fendlicos aislados
de las hojas de Rumex crispus L “romaza” tiene efecto antibacteriano frente a
Escherichia coli.

Palabras clave: actividad antibacteriana, Rumex crispus, compuestos fendlicos,
Escherichia coli.
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l. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas se comportan como uno de los mayores
problemas de salud a nivel mundial, provocando una gran morbimortalidad y
alcanzando millones de afectados cada afo, el incremento de viajes, cambios
demograficos y resistencia antimicrobiana contribuyen significativamente a este
fenémeno.*

La mayoria de las enfermedades infecciosas son la consecuencia de una
compleja red de interacciones que pueden implicar diversos factores, tanto del
patdgeno como del hospedador.?

La identificacién, el conocimiento y la determinacién del papel de los
microorganismos como responsables de las enfermedades infecciosas no son
hechos recientes, el interés por conocer las causas de la infeccion y el modo de
combatirla comenzaron desde hace muchos afios.’

En el Peru, existe gran variedad botanica con posibles usos medicinales en base
a conocimientos empiricos sobre su uso terapéutico. Estos conocimientos para
ser validados, deben ser probados experimentalmente mediante un proceso
cientifico.

La necesidad de atender diferentes problemas de salud en nuestra poblacion
peruana, principalmente en las zonas rurales y urbano marginales; demanda no
atendida, se debe a varios factores, entre ellos la cobertura insuficiente de
medicamentos del Ministerio de Salud, el déficit econémico de la poblacibn mas
pobre, que le impide destinar recursos para la atencién de salud.

Por ello un gran nimero de especies de plantas han sido evaluadas por diversos
investigadores por sus efectos antibacterianos con fines de lograr resultados
favorables frente a las enfermedades antibacterianas. En efecto, muchas plantas
medicinales y nutrientes de la dieta han demostrado que poseen actividad
antibacteriana guardando relacion con actividades antioxidantes, atribuyéndole

este efecto a los compuestos fendlicos que derivan del metabolismo secundario



de las plantas, con estructura quimica formada por un anillo aromatico unido a

uno o mas grupos hidroxilo, derivados funcionales como ésteres, metil ésteres,

glicosidos, etc.*

En vista de que no existe evidencia cientifica sobre el efecto antibacteriano del

aislado de los compuestos fendlicos de las hojas de Rumex crispus L, el

presente trabajo se orientd a demostrar experimentalmente dicha actividad

usando el método de difusion en discos (Kirby-Bauer) frente a Escherichia coli

ATCC 35218 que es una bacteria presente en el intestino del ser humano y

animales sanos, que puede causar cuadros gastrointestinales por consumo de

alimentos contaminados.®

Teniendo como principales objetivos:

o Determinar el efecto antibacteriano de los compuestos fendlicos aislados de
las hojas de Rumex crispus L “romaza” frente a Escherichia coli ATCC 35218

¢ Identificar los compuestos fendlicos aislados de las hojas de Rumex crispus L
‘romaza”.

e Establecer los parametros fisico-quimicos de los compuestos fendlicos.

e Evaluar la concentracion minima inhibitoria de los compuestos fendlicos

aislados.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Muhammad T, et al.® investigaron el efecto antibacteriano del extracto del tallo
de Rumex dentatus contra Bacillus subtilis, Escherichia coli, S. aureus,
Micococcis lateus y P aeruginosa, en el que emplearon el método de difusién en
agar, obteniendo extractos con metanol, agua fria y agua caliente; los dos
primeros mostraron eficacia frente a las cepas antes mencionadas, mientras que
el extracto en agua caliente no mostré ninguna actividad contra las cepas
patdgenas. La concentracion minima inhibitoria (CMI) contra estas cepas estuvo
en el rango de 0,10 mg/mL, los extractos indicaron presencia de metabolitos
secundarios como compuestos fendlicos, flavonoides y cumarinas.

Yildirim A, et al.” evaluaron los efectos antioxidantes y antimicrobianos de Rumex
crispus L, quienes realizaron extraccién con éter, etanol y agua caliente de las
hojas y semillas, la capacidad antioxidante se evalu6 mediante la metodologia
de reduccién de poderes de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), en cuyo resultado
se encontr6 que la cantidad mas alta de compuestos fendlicos totales se
hallaban en el extracto etandlico, al cual se le aplicé el método de difusion de
disco en placa, en proporcién 1 mg/mL del extracto, utilizando el patron penicilina
G contra cepas Staphylococcus aureus ATCC 25923, Candida albicans ATCC
60193, Escherichia coli ATCC 25922. Bacilus subtilis ATCC 6633, evidenciando
actividad antimicrobiana contra las cepas grampositivas de Staphylococcus
aureus y Bacillus subtilis. Sin embargo, no manifiesta actividad antimicrobiana
detectable con bacterias gramnegativas ni hongos.

Borchardt J, et al.® investigaron la actividad antioxidante y antimicrobiana de las
semillas de las plantas de la Cuenca del rio Mississippi, obteniendo extractos
metandlicos de 158 especies; para la técnica antimicrobiana usaron el ensayo de
difusion en disco frente a Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli y Candida albicans. Encontrandose que, de las 158 especies



estudiadas, 35 tuvieron actividad antimicrobiana, entre ellas Rumex crispus L,
Rumex verticillatus L, Spiraea tomentosa L; la correlaciéon entre las semillas con
altos niveles de antioxidantes y los que tienen actividad antimicrobiana fue
bastante baja; tanto Rumex crispus y Rumex verticillatus mostraron actividad
antimicrobiana contra los cuatro microorganismos ensayados.

Harshaw D, et al.? evaluaron la bioactividad de Rumex obtusifolius L, a partir de
extractos con n-hexano, diclorometano y metanol. La actividad de antimicrobiana
se evalud frente a 6 cepas, a concentraciones de 10 mg/mL y 2 mg/mL y se
utilizé como estandar la ampicilina; en el extracto con n-hexano no se encontrd
actividad antibacteriana, sin embargo la extraccién metandlico mostrd propiedad
antibacteriana significativa frente a cepas de B subtilis, E coli, Staphylococcus
aureus.

Soto M, et al.’® investigaron sobre los metabolitos secundarios y actividad
antibacteriana in vitro del extracto etandlico de la raiz de Rumex crispus L. en
cuyo tamizaje fitoquimico se evidencié -catequinas, lactonas, saponinas,
compuestos fendlicos, taninos y flavonoides. La actividad antimicrobiana frente a
Escherichia coli y Stafilococcus aureus a diferentes concentraciones, resulto la
CMI de 1,0 y 2,5 mg/ml respectivamente teniendo como control la gentamicina.
2.2. Rumex crispus L.

2.2.1. Clasificacion taxonOmica

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Rumex crispus L. “romaza”

DIVISION MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE CARYOPHYLLIDAE
ORDEN POLIGONALES

FAMILIA POLYGONACEAE
GENERO Rumex

ESPECIE Rumex crispus L.

N.V. “romaza”, “lengua de vaca’,

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamanguensis — 2016 (Anexo 1)

2.2.2. Descripcion botanica

Rumex crispus L. es una hierba perenne, de hasta un metro de alto. Raiz de tipo
axomorfo, gruesa y profunda. Tallos erectos, poco ramosos. Hojas inferiores
largamente pecioladas, oblongo-lanceoladas con el margen encrespado. Hojas
superiores lanceoladas, cortamente pecioladas. Flores bisexuales en general

agrupadas en panojas densas, estrechas, alargadas, desprovistas de hojas en la



parte superior. Flores agrupadas en fasciculos o pequefios grupos, perigonio
calicino, formado por seis tépalos ligeramente verdes herbaceos en dos
verticilios mas o menos iguales. Androceo compuesto de seis estambres libres,
de filamentos cortos. Gineceo de ovario supero tricarpelar, con estilos cortos,
terminados en estigmas penicilados. Fruto aquenio trigono con estructuras
membranosas aladas, reticuladas, anchamente ovadas o semicirculares, que
derivan de los tres tépalos internos. Se propagan usualmente por medio de
semillas.™

2.2.3. Habitat

Crecen en prados y lugares con mucha hierba, orillas de rios, acequias, costas,
campos, terrenos baldios y en bordes de caminos. *2

2.2.4. Distribucion

Regiones templadas del hemisferio norte y tropical en todo el mundo.

2.2.5. Usos medicinales

Las hojas verdes bien molidas se emplean en cataplasma en el tratamiento de
muchas dermatosis; en la curacion de llagas o heridas. El agua de la maceracion
de las hojas, se emplea como astringente en ciertas afecciones oculares; las
hojas cocidas, hechas ensalada, se venden en el departamento de Arequipa con
el nombre de “zarzaparrilla” y se emplean en cocimiento, como depurativo; el
cocimiento de la raiz, en bafios contra la sarna. El cocimiento de las raices se
usa como tonico y antiséptico, afecciones hepaticas, astringente, laxante,
analgésico y antiinflamatorio.*?

2.2.6. Composicion quimica

Antraquinonas (crisofanol, reocrisina, emodina, nepodina, crisofaneina,
frangulina, reocrisina) proantocianidinas (cianidina, catequina, epicatequina),
acido ascérbico, proteinas, lipidos, Fosforo, Hierro, Calcio, Sodio, Magnesio,
oxalatos, antocianinas, antracenos, antranolas, taninos, acido crisofanico, acido
fosférico, antronas, glucosa, fructosa, fitosterol, acido palmitico, acido estearico,
acido crucico, &cidos grasos insaturados y saturados, terpenos.14

2.2.7. Compuestos fendlicos presentes en el género Rumex

Fan J y Zhang Z.™ realizaron los estudios sobre los componentes quimicos de
Rumex crispus L, entre otros, identificaron acido galico; catequinas; camferol;
guercetina;camferol-3-O-alfa-L-ramnopiranésido,quercetina-3-O-alfa-L-
ramnopiranoésido.

|16

Demirezer L, et al.” aislaron el flavan-3-ol y una 6-clorocatequina, de las raices

de Rumex patientia L. junto con siete compuestos fendlicos conocidos. También



aislaron un nuevo (glicésido de antraquinona, emodina-6-O-beta-D-
glucopiranosido, asi como también un sencillo flava-3-ol y una 6-clorocatequina,
de las raices de Rumex patientia L junto con siete compuestos fendlicos
conocidos. Sus estructuras fueron determinadas sobre la base de métodos
espectroscopicos, demostrandose sus efectos citotdxicos y propiedad
antiinflamatoria.

Gunaydin K, et al.'’

reportaron a partir de las raices de Rumex crispus L., dos
1,5-dihidroxiantraguinonas y una antrona, fueron aisladas por medios
espectroscopicos.

2.3. Compuestos fendlicos

Las plantas vasculares sintetizan una gran cantidad de moléculas orgéanicas,
como consecuencia de su metabolismo secundario. Los fenoles son metabolitos
secundarios ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Se localizan en todas
las partes de las plantas y su concentracion es variable a lo largo del ciclo
vegetativo. Estos compuestos participan en diversas funciones, tales como
asimilacién de nutrientes, sintesis protéica, actividad enzimatica, fotosintesis,
formacion de componentes estructurales, alelopatia y defensa ante los factores
adversos del ambiente. Los fenoles estan asociados al color, las caracteristicas
sensoriales tales como: sabor, astringencia, dureza, las caracteristicas nutritivas
y las propiedades antioxidantes de los alimentos de origen vegetal. La
caracteristica antioxidante de los fenoles se debe a la reactividad del grupo
fenol."’

Los compuestos fendlicos se encuentran ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, todos ellos presentan anillo aromatico comun, la formacién del nucleo
aromatico lo realizan los vegetales y microorganismos. Mientras que la presencia
en animales se debe a la ingesta del vegetal. El término fenoles comprende
aproximadamente 8000 compuestos que aparecen en la naturaleza. Todos ellos
poseen una estructura comun: un anillo fenol, un anillo aromatico que lleva al
menos un sustituyente hidroxilo.*®

2.3.1. Flavonoides

Los flavonoides se distribuyen ampliamente en las plantas, donde cumplen
muchas funciones, entre ellas la produccién de pigmentos de color amarillo o
rojo - azul en las flores y la proteccion ante los ataques de microorganismos e
insectos. Existe una fuerte evidencia experimental de su capacidad para
modificar la reaccion del cuerpo a los alérgenos, virus y agentes carcinégenos.

Estos resultados ponen de manifiesto su actividad antialérgica, antiinflamatoria,


http://www.muydelgada.com/wiki/Microbios_en_los_alimentos/

antimicrobiana y anticancerigena. Los efectos beneficiosos de las frutas,
verduras, té o vino tinto, se han atribuido a los compuestos flavonoides que
contienen nutrientes y vitaminas.®

2.3.2. Actividad bioldgica de los compuestos fendlicos

Los polifenoles poseen  acciones  molusquicidas, antihelminticas,
antihepatotoxicas, antinflamatorias, antidiarreicas, antitlcera, antivirales,
antialérgicas y vasodilatadoras. Se ha verificado que inhiben la replicacion del
virus de la inmunodeficiencia Humana (VIH) y del virus simplex humano (VSH),
inhiben la glucosil transferasa del Streptococcus mutans (caries dental), inhiben
la autoxidacién del ascorbato, también inhiben efectos citotdxicos, la promocion
del crecimiento tumoral y la enzima xantina monoamina oxidasa. La actividad
antioxidante de los fenoles es el origen de funciones bioldgicas tales como la
antimutagénica, anticancerigena y antienvejecimiento.® %

Los flavonoides, en particular, exhiben una amplia gama de efectos biolégicos,
incluyendo actividad antibacteriana, antiviral, antiinflamatoria, antialérgica,
antioxidante, antitrombatica y vasodilatadora.*® ?°

Existe evidencia epidemioldgica acerca de los beneficios para la salud del
consumo abundante de frutas y verduras en la dieta.?

2.3.3. Los polifenoles como agentes antimicrobianos

Los polifenoles son metabolitos secundarios distribuidos de forma ubicua en
todas las plantas superiores, que tienen papeles importantes como la defensa
contra patégenos de plantas y animales herbivoros y la agresién como respuesta
a diversas condiciones de estrés abidtico, tales como las precipitaciones y la
radiacion ultravioleta. Con respecto a la estructura quimica, poseen una amplia
variedad de moléculas con estructura de polifenoles y generalmente se dividen
en flavonoides y nonflavonoides. Los flavonoides comparten un esqueleto de
carbono comun de propanos difenilo, dos anillos de benceno (anillo A y B)
unidas por una cadena de tres carbonos lineal. Las centrales formas de cadena
de tres carbonos un anillo de pirano cerrado (anillo C) con un anillo de benceno.
Mas de 4000 flavonoides se han identificado en las frutas, verduras y bebidas de
origen vegetal, como el té y el vino y la lista estd en constante crecimiento.
Dependiendo del estado de oxidacién del anillo central de pirano, los flavonoides
pueden estar a su vez subdivididas en muchas subclases: flavonoles, flavonas,
flavanonas, antocianidinas, flavanoles y también isoflavonas.® 2!

Por otra parte, la actividad antimicrobiana de los polifenoles que se producen en

los alimentos vegetales y plantas medicinales ha sido detalladamente
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investigada contra una amplia gama de microorganismos. Entre los polifenoles,
flavan-3-oles, flavonoles y taninos recibieron mas atencion debido a su amplio
espectro y una mayor actividad antimicrobiana en comparacion con otros
polifenoles y al hecho de que la mayoria de ellos son capaces de suprimir una
serie de factores de virulencia microbiana (tales como la inhibicibn de la
formacion de biopeliculas, la reduccion de anfitrion ligandos de adhesion y la
neutralizacion de toxinas bacterianas) muestran sinergia con antibiéticos. Las
propiedades antimicrobianas de ciertas clases de polifenoles han sido
propuestos, ya sea para desarrollar nuevos conservantes de alimentos, debido a
la creciente presion de los consumidores en la industria alimentaria para evitar
conservantes sintéticos, o para desarrollar terapias innovadoras para el
tratamiento de diversas infecciones microbianas, teniendo en cuenta el aumento
de la resistencia microbiana contra la terapia antibiética convencional.? %*

2.3.4. Actividad antimicrobiana de flavan-3-oles

Teniendo en cuenta flavan-3-oles, la actividad antibacteriana de las catequinas
se conoce a partir de la década de 1990, cuando se demostré que estos
compuestos, en gran parte presentes en el té oolong y sobre todo el té verde
(Camellia sinensis), inhibieron el crecimiento in vitro de varias especies
bacterianas, tales como Vibrio cholerae, Streptococcus mutans, Campylobacter
jejuni, Clostridium perfringens y Escherichia coli.?® ?*

2.3.5. Actividad antimicrobiana de los flavonoides

En lo que se refiere a los flavonoles, podemos ver una notable actividad contra
varias bacterias grampositivas, tales como Staphylococcus aureus, Lactobacillus
acidophilus y Naeslundii actinomyces y las bacterias gramnegativas, tales como
Prevotella oralis, Prevotella melaninogénica, Porphyromonas gingivalis vy
Fusobacterium nucleatum, probablemente debido a diferentes mecanismos de
accion, entre los cuales el mas convincente identificado es el efecto agregante
en todas las células bacterianas.

2.4. Escherichia coli

En el tracto gastrointestinal de los seres humanos y animales de sangre caliente
y en el medio ambiente es posible encontrar una amplia variedad de cepas de
Escherichia coli patdgena que causan enfermedades trasmitidas por los
alimentos en los seres humanos. Algunos animales o especies de animales
pueden ser portadores asintomaticos, las cepas de Escherichia coli son

conocidas por su propension al intercambio de material genético y su capacidad



de adaptaciéon a los cambios de su ambiente. A veces estas caracteristicas
favorecen la aparicién de cepas con una mayor patogenecidad y capacidad de
supervivencia.?* %

Se pueden encontrar bacterias en el suelo, aguas termales, acidas, aguas
residuales, en el fondo del mar y en el volcan, también es la especie
microscopica que puede habitar en el cuerpo de plantas y animales y son
usadas en experimentos de genética y biotecnologia molecular.?*

2.4.1. Caracteristicas microbioldgicas

Son bacterias gramnegativas cilindricas con 1,1 — 1,5 um de diametro por 2,0 —
6,0 um de largo que se disponen aisladas o en parejas. Son bacterias
gquimioheterotrofas facultativo teniendo los metabolismos fermentativo y
respiratorio, no forman esporas, estdn desprovistas de oxidasa, producen
catalasa y b-galactosidasa, pueden ser maviles por flagelos peritricos o inméviles
y normalmente reducen nitrato a nitrito.

El género Escherichia comprende cinco especies distintas: E. coli, E. hermanni,
E. fergudonii, E. vulneris y E. blatte. Las especies de tipo E. coli, ademas es la
Unica de las cinco con significacion clinica. No obstante, E. hermanni y E.
vulgaris han sido involucradas en infecciones de heridas aunque de manera muy
ocasional.**

2.4.2. Habitat de Escherichia coli

Escherichia coli es la especie predominante de la microbiota aerobia y facultativa
del tracto gastrointestinal de los animales de sangre caliente y se elimina por las
heces al exterior. A pesar de ser el microorganismo facultativo predominante
representa una muy pequefia proporcion del contenido total de bacterias en este
sitio anatémico.?> %

2.4.3. Clasificacion cientifica

Tabla 2. Clasificacion cientifica de Escherichia coli

REINO BACTERIA
FILO PROTEOBACTERIA
CLASE GAMMAPROTEOBACTERIA
ORDEN ENTEROBACTERIALES
FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE
GENERO Escherichia
ESPECIE E. coli ((E. freundi))

Fuente: area de bacteriologia microbiologia UNSCH-2016.7



2.5. Antimicrobiano

Molécula natural (producida por un organismo vivo, hongo o bacteria), sintética o
semisintética, capaz de inducir la muerte o la detencion del crecimiento de
bacterias, virus u hongos. Hoy en dia no se utilizan moléculas de origen natural,
por lo cual no se establece mas la diferenciacion con quimioterapicos, término
usado para referirse a las moléculas de origen sintético y sus derivados.
Utilizaremos el término antibidtico para referirnos al subgrupo de antimicrobianos
con actividad antibacteriana. Los antibioticos constituyen un grupo heterogéneo
de sustancias con diferente comportamiento farmacocinético y farmacodindmico,
ejercen una accién especifica sobre alguna estructura o funcién del
microorganismo, tienen elevada potencia biolégica actuando a bajas
concentraciones y la toxicidad es selectiva, con una minima toxicidad para las
células de nuestro organismo. El objetivo de la antibioticoterapia es controlar y
disminuir el nimero los microorganismos.?’

2.5.1. Tipos y objetivos del tratamiento antimicrobiano

Cuando aparece una infeccion, por lo general los microorganismos son pocos al
inicio. El grado de contaminacién bacteriana aumenta al final, con la replicacion
del microorganismo. A veces el sistema inmunitario tiene la capacidad de
eliminar la infeccion antes de que ocasione mayores dafios. En otros casos, no
gqueda eliminado del todo el microorganismo, sino que se esconde en las propias
células del paciente y permanece inactivo, pero se reactiva cuando se deteriora
la funcién inmunitaria en un momento futuro. En algunos individuos, el
microorganismo puede vencer las defensas inmunitarias y en este caso ocasiona
enfermedad. En un subgrupo de estos pacientes la enfermedad cede por si sola.
Por ejemplo, muchas de las infecciones virales de las vias respiratorias altas se
resuelven en forma espontanea y es mejor no tratarlas con antimicrobianos. Sin
embargo, otras necesitan de los antimicrobianos; en estos casos habra que
interrumpir su uso una vez que haya mostrado resolucion el cuadro clinico. En
casos especiales en que persiste algun defecto inmunitario o anatémico que
origino la infeccidn, se necesita tratamiento de supresion o de “mantenimiento”.
Una forma util de organizar los tipos y objetivos del tratamiento antimicrobiano
consiste en considerar, dentro del esquema evolutivo de la enfermedad, el
momento de inicio del tratamiento El tratamiento puede ser profilactico, pre-

sintomatico, definitivo o supresor.?®
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2.6. Ciprofloxacino

Es una fluoroquinolona derivado del &cido nalidixico, la primera quinolona usada
como anti infeccioso en la practica clinica. Activo frente a un amplio espectro de
gérmenes gramnegativo que poseen actividad moderada frente a grampositivo y
practicamente nula frente a anaerobios. No se usan en infecciones sistémicas,
pues las concentraciones que se logran en suero y muchos tejidos son bajas.”
Se usa para tratar o prevenir determinadas infecciones bacterianas, pertenece a
una clase de antibiético llamada fluoroquinolona y posee ademas un amplio
espectro de accién segun el nivel de actividad. %

2.6.1. Mecanismo de accion

Ejerce efecto bactericida por inhibicion selectiva de la sintesis de ADN en la
bacteria. Blogquean el ADN girasa, uniéndose: a la subunidad de tipo A. las
bacterias poseen una clase especial de topoisomerasas de tipo Il necesaria para
la replicacion de del ADN y algunos aspectos de la transcripcion, reparacion,
recombinacion y transposicion de las girasas, producen superenrollamiento
negativo en la doble hélice del ADN.**%

2.6.2. Farmacocinética

Alrededor del 70% es absorbida después de la administracién oral. Alimentos
retardan la tasa de absorcion. Pero no la magnitud. Los niveles picos en la
sangre suero ocurren dentro de 1 a 2 horas después de la dosis oral. Union a
proteinas plasmaticas: 20 a 40%. Los niveles en el LCR son alrededor del 10%
de los niveles en plasma. EI metabolismo es probablemente hepético. La
excrecion es principalmente renal. El tiempo de vida media es alrededor de 4

horas en adultos con funcién renal normal.3*33
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el laboratorio de Docencia,
Investigacion y Produccion de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica
de la Facultad de Ciencias de la Salud y en el laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristdbal de
Huamanga, los meses de abril a junio del 2016.

3.2. Muestra vegetal

Se empled 1 kg de hojas de Rumex crispus L. “romaza” recolectada en el distrito
de Santiago de Pischa, provincia de Huamanga, Regién Ayacucho.

3.3. Microorganismo de ensayo

Se uso6 Escherichia coli ATCC 35218, adquiridas del laboratorio de Bacteriologia
del Area Académica de Microbiologia del Departamento Académico de Ciencias
Biolégicas de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga.

3.4. Procedimiento para larecoleccién de datos

3.4.1. Recoleccion de la muestra

Se recolect6 las hojas de Rumex crispus L. “romaza” intactas por la mafiana; se
lavé con abundante agua y se secO a la sombra, en una habitacién ventilada,
sobre papel periédico, aproximadamente por una semana, se procedio a triturar
obteniendo particulas finas. 34

3.4.2. Obtencion del extracto etandlico.

Se macer6 500 g de la muestra seca triturada en un frasco ambar con alcohol de
96°, durante 7 dias con agitacion diaria. Luego se procedi6é al filtrado con un
sistema al vacio, la solucién etandlica se concentré a presion y temperatura
reducidas en un rotavapor, finalmente hasta obtener un extracto blando en la

estufa a una temperatura no mayor de 50°C.
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3.4.3. Extraccion de compuestos fendélicos.34

Para extraer los compuestos fendlicos se suspendid en agua destilada el

extracto etandlico blando y se mezclé con éter de petrdleo hasta obtener una

fraccion desengrasada, seguidamente se realiz6 una extraccion liquido- liquido

con acetato de etilo, hasta obtener la fraccibn de compuestos fendlicos y

finalmente esta fraccion se concentrd a presion y temperatura reducidas en un

rotavapor hasta obtener un extracto blando de color verde oscuro.

5.3.4. Identificacién de los compuestos fendlicos.34

a.

b.

Pruebas cualitativas

Reactivo cloruro férrico: Se agregd unas gotas de solucién de cloruro
férrico al 5% sobre la fraccion de acetato de etilo y se observé una coloracién
verde- azul que demostré la presencia de compuestos fendlicos.

Reactivo Shinoda: para la identificacion de flavonoides se agreg6 al extracto
acido clorhidrico y magnesio que dio un complejo coloreado (entre rojo y
naranja).34

Cromatografia en capa fina (CCF)

Se realiz6 la cromatografia en capa fina con silicagel G60 HF254 B y

cromatografia a escala preparativa con cromatofolios de un milimetro de

espesor.

La fraccion de acetato de etilo se disolvié en 0,5 mL de metanol y mediante
un capilar de vidrio, se aplicé en la parte inferior de la placa cromatografica
previamente activada (fase estacionaria)

Se utilizé como sistema de solventes acido acético: acido formico: acetato de
etilo en proporcion (100:11:26).

Se coloco la placa de CCF en la camara teniendo cuidado que el solvente no
sobrepase a la muestra aplicada y se dejé que el liquido ascienda por
capilaridad.

Se saco la placa de CCF de la camara cromatografia cuando el eluyente llego
a 2 cm de la parte superior de la placa (frente del solvente).

Se dejo secar la placa de CCF al aire libre y se observo en la lampara UV.
Cada banda se separ6 y reconstituy6 para su lectura espectrofotométrica UV-
VIS.

Se revel6 con cloruro férrico al 5%.

Se observé la presencia de manchas.
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5.3.5. Evaluacién de los parametros fisicoquimicos y organolépticos de los
compuestos fendlicos.

a. Parametros fisicoquimicos

e Prueba de solubilidad

Se colocé 0,5 g del extracto de las hojas de Rumex crispus L. “romaza” en un
tubo de ensayo y se afiadié 5 mL de disolvente (agua, etanol y metanol), se agitd
y se observd bajo los indicadores de solubilidad: soluble, poco soluble e
insoluble. 35

e Cenizas

Se procedié de acuerdo al método descrito por Miranda. 35

Célculo:

_M2-M

C
M1-M

X 100

Donde:

C: Porcentaje de cenizas totales.

M: Masa del crisol vacio (g).

M1: Masa del crisol con la porcion de ensayo (g).

M2: Masa del crisol con la ceniza (g).

e Determinaciéon de pH

El pH de la muestra se determind utilizando el pH-metro. 35
e Determinacion del contenido de humedad

Se procedié de acuerdo al método descrito por Miranda. 35

Caélculo:
_ M2 — M

Hg = X1
9= yr=m¥ 100

Doénde:

Hg: Pérdida de peso por desecacion.

M: Masa de la placa Petri vacia (g).

M1: Masa de la placa Petri con la muestra de ensayo desecado (g).

M2: Masa de la placa Petri con la muestra de ensayo (g).

b. Pruebas organolépticas

Color: Se utilizé la cantidad suficiente de muestra en una luna de reloj, se colocé
en un fondo blanco, para observar y determinar el color.

Olor: Una cantidad suficiente de muestra se coloc6 en una luna de reloj, para

percibir y determinar el tipo de olor.
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Aspecto: Se tomd cantidad suficiente de muestra y se colocé en una luna de
reloj, se observé y se determiné el aspecto de la muestra. 35
5.3.6. Determinacion de la actividad antibacteriana

Disefio metodoldgico: 36

G, X 0,
G, — 0,
G, C 0,
Donde:
G, : Grupo experimental (extracto)
Gy : Grupo blanco
G, : Grupo control (Ciprofloxacino 30 ug)
O : Crecimiento bacteriano (halos de inhibicion)
Distribucién por grupos
* Grupo | : Control negativo (agua).
* Grupoll  : Control positivo, ciprofloxacino 30 pg.
* Grupo lll : Tratado con muestra al 5% de concentracion.

* Grupo IV : Tratado con muestra al 10% de concentracion.

 GrupoV : Tratado con muestra al 15% de concentracion.

* Grupo VI : Tratado con muestra al 20% de concentracion.

a. Método del antibiograma disco-placa. - basado en el trabajo de Kirby-Bauer
y colaboradores realizados para determinar la sensibilidad bacteriana a los
antimicrobianos. Consistid6 en depositar en la superficie de agar de una placa
Petri previamente inoculada con microorganismos (Escherichia coli) discos de
papel secante, tan pronto el disco impregnado de antibiético (ciprofloxacino 30
Hg) y extracto de 5%, 10%, 15% y 20% se pone en contacto con la superficie
hameda del agar, el filtro absorbe agua y el antibiético y extracto difunde al agar,
incubar entre 18-24 horas apareciendo rodeados por una zona de inhibicién. 37
b. Preparacién del inoculo. - se realiz6 en un medio de cultivo liquido, se cogi6d
de 3 a 5 colonias iguales de la placa de cultivo de 18 a 24 horas y se sembré en
5 ml de un medio liquido (caldo nutritivo) se incubo en una estufa a 35°C durante
2 a 6 horas hasta conseguir o superar una turbidez del 0,5 de la escala de
MacFarland. 37

c. Inoculacion de las placas.- introducir un hisopo dentro de la suspensién y al
retirarlo rotar varias veces contra la pared del tubo por encima del nivel del

liquido con la finalidad de eliminar el exceso de indculo. Inocular las placas de
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Mueller-Hintén completamente sin dejar ninguna zona libre, deslizando el hisopo
por la superficie 3 veces, rotando la placa unos 60°C cada vez y pasandola por
ultimo por la periferie del agar para conseguir una siembre uniforme, se dejo
secar de 3 a 5 minutos antes de depositar los discos. 37
d. Dispensaciéon de los discos. - colocar los discos con pinzas estériles, se
presiond ligeramente sobre la superficie del agar. No deben situarse a menos de
15 mm del borde de la placa y se distribuyeron de forma que no se produzca
superposicion de los halos de inhibicion. Se incubo las placas de forma invertida
(el agar en la parte superior) a 35 °C por 18 a 24 horas. 37
e. Lectura de los resultados. - pasado las 18 a 24 horas de incubacion se lee
el didmetro de las zonas de completa inhibicion con un pie de rey o regla, si
aparecen colonias dentro del halo de inhibicién, puede tratarse de mutantes
resistentes, contaminaciones, poblaciones heterogéneas o cultivos mixtos, se
debera repetir la prueba de sensibilidad antimicrobiana. 37
g. Caélculo del porcentaje de inhibicion: Para el célculo del porcentaje de
inhibicién se usé la siguiente formula: 37, 38

Diametro del halo de inhibicidn de la muestra

% de inhibicién = x 100
% de inhibicion Diametro del halo de inhibicidn del control positivo

f. Interpretacidn. - se han fijado criterios para clasificar las cepas estudiadas, de
esta forma se han fijado tres categorias: sensible (S), intermedia (l), resistente
(R).

5.3.8. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Este método se basa en la determinacién del crecimiento del microorganismo en
presencia de concentraciones decrecientes del antimicrobiano, que se encuentre
diluido en el medio de cultivo (caldo nutritivo), este método de dilucién se
considera de referencia para la determinacion cuantitativa de la actividad de los
antimicrobianos, son métodos indicados cuando ademas de la actividad
inhibitoria se requiere determinar también la actividad bactericida. 37, 38

a. Método de macrodilucion.- se empleé por cada combinacion
microrganismo/antimicrobiano una bateria de tubos, habitualmente se prepara la
bateria de tubos con 1 mL de medio estéril sin antimicrobiano. Afadiendo al
primero 1 mL de la solucion inicial del tubo de antimicrobiano. 37, 38

b. Procedimiento:

Se preparé 17 tubos previamente esterilizados y rotulados del nimero 1 al 17:

* A partir del tubo N° 1 hasta el tubo N° 17, se agreg6 1 ml de caldo nutritivo.
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» Posteriormente se agregd 1ml de las concentraciones de las muestras al tubo
N° 1, a partir del cual se traspasé 1 ml al tubo N° 2 y asi sucesivamente hasta
el tubo N° 14, del tubo N° 14 se extrajo 1 ml y se descartd, el tubo N° 15 tiene
caldo nutritivo y extracto, el tubo N° 16 tiene caldo e inoculo, el tubo N° 17 no
tendra extracto, siendo éstos tres ultimos tubos los controles.

* Luego se agregd 1 ml del in6culo de Escherichia coli a todos los tubos (N° 1
al N° 14) y se llev6 a incubacion a 37°C por 24 horas.

c. CMI: Se observé el crecimiento de la bacteria mediante la aparicion de

turbidez en el medio, 0 mediante cambio de color. Por lo que el punto final de la

CMI, se defini6é a simple vista por la falta de turbidez en el caldo, para ello se

comparard el tubo con el control de crecimiento, anotando la concentracion de

dicho tubo. 39

5.3.9. Determinacion de la concentraciéon minima bactericida (CMB)

Su objetivo es determinar la menor concentracion de un antimicrobiano que es

capaz de matar una cepa bacteriana, se considera como CMB la menor

concentracion de antimicrobiano que ha matado el 99,9% del inoculo
original.39,40

a. Procedimiento:

Se procedi6 a partir de la CMI, realizdndose de la siguiente manera:

* Una vez observada la turbidez a simple vista, se procedié a sembrar con la
ayuda de un hisopo estéril, los caldos no turbios en las placas con agar
nutritivo.

» Posteriormente se incub6 a 37°C por 24 horas.

b. CMB: Se determin6 la CMB verificando si hubo o no crecimiento de la bacteria

en las placas sembradas. 39, 40

Andlisis de datos

Los datos obtenidos de los tratamientos se presentan en cuadros y gréficos.

Para el andlisis de varianza de datos, se emplearon los instrumentos de la

estadistica inferencial como el ANOVA vy la prueba de los rangos mdltiples de

Tukey (p<0,05) para detectar las diferencias existentes entre los tratamientos,

considerando una significancia del 5 por ciento (p<0,05).
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IV. RESULTADOS
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Tabla 3. Metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de las hojas

de Rumex crispus L. “romaza”, Ayacucho 2016.

Metabolitos Ensayos Resultados Observaciones
secundarios
Aminoacidos Ensayo de - Ninguna reaccion
ninhidrina
Flavonoides Ensayo de +++ Naranja carmelita
Shinoda
Fenoles y taninos Ensayo de FeCl; +++ Verde-azul
Alcaloides y aminas Ensayo de + Ligeramente
terciarias Dragendorf naranja
Alcaloides Ensayo de Wagner + Ligeramente café
Saponinas Prueba de espuma +
Leyenda:

(+) : Escaso
(++) : Moderado
(+++) : Abundante
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Tabla 4. Ensayos de Shinoda y cloruro férrico para identificar compuestos
fendlicos aislados de las hojas de Rumex crispus L. “romaza”, Ayacucho 2016.

Metabolitos Ensayos Resultados Observaciones

secundarios

Compuesto Ensayo de cloruro +++ Coloraciéon verde-
fendlicos férrico azul

Flavonoides Ensayo de Shinoda +++ rojo intenso
Leyenda:
(+) :Escaso

(++) : Moderado
(+++) : Abundante
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Tabla 5. Caracteristicas organolépticas de los compuestos fendlicos aislados de
las hojas de Rumex crispus L. “romaza”, Ayacucho 2016.

Caracteristicas organolépticas

Color Verde oscuro
Olor Citrico
Aspecto Pastosa
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Tabla 6. Pardmetros Fisico-quimicos de los compuestos fendlicos aislados de las
hojas de Rumex crispus L. “romaza”, Ayacucho 2016.

Parametros Fisico- quimicos

Agua: soluble
Solubilidad Metanol: muy soluble
Etanol: soluble

Cloroformo: soluble

pH 4-5
Cenizas (%) 2,1
Humedad (%) 8.1
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Tabla 7. Caracteristicas cromatogréficas de los compuestos fendlicos aislados

de las hojas de Rumex crispus L. “romaza”, Ayacucho 2016.

Revelador
Fraccion Luz UV (366 nm) FeCl;
Fluorescencia verde Amarillo
Fluorescencia blanca Marron
compuestos fendlicos Fluorescencia verde limén Verde
aislados de las hojas de Fluorescencia naranja Amarillo
Rumex crispus L. “romaza”  Fluorescencia mostaza Marrén
Fluorescencia marrén Ligero amarillo
Fluorescencia gris Amarillo
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Tabla 8. Absorbancia de los espectros ultravioleta visible (UV-VIS) a escala
preparativa de los compuestos fendlicos aislados de las hojas de Rumex crispus
L. “romaza”, Ayacucho 2016.

Méaxima Limite: 0,01 A

Muestra 1: verde

1 204 nm 0,407 A 2 206 nm 0,429 A
Muestra 2: blanco

1 204 nm 0,661 A 2 206 nm 0,679 A
Muestra 3: verde limén

1 204 nm 0,567 A 2 206 nm 0,587 A
Muestra 4: naranja

1 204 nm 0,479 A 2 206 nm 0,492 A
Muestra 5: mostaza

1 204 nm 0,402 A 2 206 nm 0,416 A
Muestra 6: marrén

1 204 nm 0,430 A 2 206 nm 0,453 A
Muestra 7: gris

1 204 nm 0,397 A 2 206 nm 0,403 A
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Leyenda:

o CF: compuestos fendlicos.

e Blanco: control negativo (agua).

o Ciprofloxacino 30 pg: control positivo.

Figura 1. Variabilidad del porcentaje de inhibicion de los compuestos fendlicos
aislados de las hojas de Rumex crispus L. “romaza”’, a diferentes

concentraciones comparado con el halo que produce el ciprofloxacino 30 ug,
Ayacucho 2016.
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Leyenda:

e CF: compuestos fendlicos.
e Blanco: control negativo (agua).
o Ciprofloxacino 30 ug: control positivo.

Figura 2. Halos de inhibicion de los compuestos fendlicos aislados de las hojas
de Rumex crispus L. “romaza”, a diferentes concentraciones comparado con el

halo que produce el ciprofloxacino 30 pg, Ayacucho 2016.
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Tabla 9. Concentracién minima inhibitoria y concentraciébn minima bactericida de
los compuestos fendlicos aislados de las hojas de Rumex crispus L. “romaza”,
Ayacucho 2016.

Ne Compuestos fendlicos (mg/mL) Escherichia coli ATCC 35218
1 2,500 S
2 1,250 S
3 0,625 CMB
4 0,313 CMI
5 0,156 R
6 0,078 R
7 0,039 R
8 0,020 R
9 0,010 R
10 0,005 R
11 0,002 R
12 0,001 R
13 0,0006 R
14 0,00003 R

Leyenda:

(S): sensible

(r): resistente

(**): CMB

(*): CMI
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V. DISCUSION

El presente estudio se llevd a cabo con el objetivo de comprobar la actividad
antibacteriana del aislados de los compuestos fendlicos presentes en las hojas
de Rumex crispus L “romaza” sobre un tipo de microorganismos Escherichia coli
ATCC 35218, principal inductor de las afecciones gastrointestinales. La actividad
antibacteriana sobre este microorganismo esta representada por la presencia de
halos de inhibicién, mientras mayor sea el diametro de halo de inhibiciéon sera
mejor la actividad antibacteriana de la muestra en estudio, ya que es muy comun
el empleo de las semillas, hojas, raiz y corteza de diversas plantas con la
finalidad de obtener un variado efecto terapéutico, entre ellas con efecto
antibacteriano.

Para el aislado de los compuestos fendlicos se us6 las hojas de Rumex crispus
L. “romaza”, teniendo como solvente al etanol, segun Lock, para la extracciéon de
compuestos fendlicos se puede emplear agua, etanol, éter de petréleo,
cloroformo, benceno, éter etilico, de acuerdo a su naturaleza.”® En la tabla 3 se
muestra los resultados del tamizaje fitoquimico preliminar realizado al extracto
total de las hojas de Rumex crispus L “romaza”, donde se observa una gran
variedad de metabolitos secundarios presentes en este extracto como:
saponinas, alcaloides en minima cantidad, presentandose en alta intensidad los
flavonoides y compuestos fendlicos. Estos metabolitos secundarios coinciden
con lo reportado en otros trabajos de investigacion realizadas a esta especie.
Soto M, et al.’® evaluaron el extracto etandlico de la raiz de Rumex crispus L.
quienes identificaron: catequinas, lactonas, saponinas, taninos, quinonas,
catequinas, leucoantocianidinas y en mayor cantidad saponinas, compuestos
fendlicos, flavonoides y quinonas.

Muhammad T, et aI.Gtrabajaron con extracto metanélico de Rumex dentatus y el

andlisis fitoquimico indic6 presencia de alcaloides, flavonoides, compuesto
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fendlicos y metabolitos secundarios, lo cual justifica la utilidad de esta planta en
la cura de diversas afecciones.

Las pruebas quimicas cualitativas realizadas al aislado de compuestos fendlicos
plasmada en la tabla 4 fueron hechas con reactivo de cloruro férrico al 5% y
Shinoda, el cloruro férrico dio una coloracién verde-azul identificando a grupos
fendlicos en una gran cantidad, mientras que el reactivo de Shinoda produjo
coloracién rojo intenso que indica la presencia de flavonoides en el extracto
realizado con éter de petroleo y acetato de etilo, teniendo en cuenta estas
pruebas se afirma que en el aislados de las hojas de Rumex crispus L realizados
plasman la presencia de compuestos fendlicos.

Se realiz6 cromatografia de capa fina, con la finalidad de separar los compuesto
fendlicos presentes en el extracto, las que se evidencian en la tabla 7 y anexo 9,
para ello se usaron como fase estacionaria una placa de silica gel y la fase movil
fue &cido acético; acido formico; acetato de etilo en proporcion de 100:11:26
posterior al revelado se llevé a la lampara UV, se observé 7 bandas, las cuales
fueron revelados con cloruro férrico al 5% observando coloraciones amarillo,
marrén, verde, etc, a la luz visible el cual nos indica la presencia de compuestos
fendlicos, posteriormente fueron separados por color y reconstituidos para su
lectura en el espectrofotometro UV/VIS ya que dada su naturaleza aromatica, los
compuestos fendlicos mostraron una intensa absorcion en la region UV del
espectro, siendo este método espectral especialmente importante para la
identificacion y analisis cuantitativo segin lo afirmado por Lock O.*

La tabla 8 y anexo 11 muestra los cromatogramas de los espectros UV obtenidos
por cada una de las bandas aisladas de los cromatofolios, las 7 bandas fueron
designados como M1, M2, M3, M4, M5, M6 y M7, las fracciones M3 y M4, de
acuerdo a las lecturas realizadas mostraron picos de absorcibn maximo en el
rango de 260 -289 nm de la extraccion liquido-liquido con acetato de etilo
empleado para la extraccion de compuestos fendlicos en general, teniendo en
cuenta el rango de maxima absorcion de 240-285 nm y 300- 550 nm, las
fracciones corresponderian a isoflavonas, flavonoles y antraquinona
respectivamente ya que se encuentran dentro de los rangos de referencia.*

Los parametros fisicoquimicos evidenciados en la tabla 6 muestran la humedad
de 8,1; cenizas de 2,1 y pH de 4 a 5, asimismo reporté un grado de pureza
adecuado, pues los valores de cenizas, humedad, pH, tiene valores que se

encuentran dentro de los limites establecidos para otras drogas, la humedad que
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debe ser entre 8 a 14 %, ceniza (<5%), ya que un exceso del agua en una planta
medicinal inducir4d a la hidrolisis, por eso es necesario que después de la
desecacion de la droga la humedad sea inferior o igual al 8- 14%, ademas a este
porcentaje de humedad la droga se conserva por tiempo prolongado, sin
deteriorar la calidad de la muestra, la determinacion de cenizas permitio
identificar rpidamente los componentes organicos e inorganicos que contiene el
vegetal; un exceso en el porcentaje de cenizas nos indicé presencia de materia
extrafia que se adhiere a ella por su contacto con el suelo segun revela Miranda
M. y Cuéllar *, con mayor solubilidad en metanol.

A lo largo de los afios, han sido atribuidos algunos beneficios a los compuestos
fendlicos y un gran niamero de estudios han sugerido que el consumo de frutas y
verduras pueden reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares y de
cancer, potencialmente a través de la actividad biolégica de los compuestos
fendlicos asi como de las vitaminas como antioxidante, por lo que los polifenoles
pueden prevenir a la oxidacion lipidica, la mutacién del ADN y el dafio del tejido
evidenciando su potencial benéfico en la salud del ser humano.*

Estos compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas que
participan también en la fisiologia y el metabolismo celular; en la morfologia,
crecimiento, reproduccioén, defensa contra plagas y procesos germinativos. Estos
compuestos fendlicos son reconocidos también por sus propiedades
antiinflamatorias, antiagregantes plaquetarios, antimicrobianas, antirradicales
libres, antimutagénicas, anticarcinogénicas, etc.*

En la figura 1 se observa los valores promedios de los halos de inhibicion del
aislado de compuestos fendlicos de las hojas de Rumex crispus L a
concentracion de 5%, 10%, 15% y 20% frente a Escherichia coli, siendo la
concentracion del 20% la que presentd mayores promedios de halos de
inhibicion de 22,89+1,27 mm frente a Escherichia coli. Por otro lado, el control
negativo (agua) no presentd halos de inhibicién, lo que indica la inocuidad del
solvente frente a este microorganismo. Asimismo, el control positivo
ciprofloxacino 30 pg presenté promedios de halos de inhibicion de 24,11+1,45
mm. Segun el Comité Nacional de Normas de Laboratorio Clinico y los
estandares de halos de inhibicién del libro de Procedimientos en Microbiologia
Clinica, estaria catalogado como sensible frente al microorganismo ensayado el

cual se muestra en el anexo 17, Picazo J.%’
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Borchardt J, et al.® en la investigacion de la actividad antioxidante y
antimicrobiana de las semillas de las plantas de la Cuenca del rio Mississippi,
mostraron actividad antimicrobiana contra S aureus, E coli, P aeruginosa y
Candidans albicans, con zonas de inhibicion de 13/14, 7/9, 10/10, 19/16
respectivamente siendo mucho mejor de lo esperado.

Harshaw D, et al.® evaluaron la bioactividad de Rumex obtusifolius L a partir de
extractos con metanol, la actividad antimicrobiana se evalu6 frente a 6 cepas,
entre ellas Escherichia coli, Stafilococcus aureus, Salmonella typhi y otros a
concentraciones de 20%, 50%, 80% y 100%, dando un mayor halo de inhibicién
para Escherichia coli 18 mm al 50%, y 30 mm para el control positivo
ciprofloxacino 10 pg, que al comparar con los resultados obtenidos en la
investigacion vemos diferencias tanto del extracto como del control positivo.
Yildirim A, et al.” informaron que en los extractos de éter de hojas de Rumex
crispus L tenian actividad antibacteriana contra Stafilococcus aureus y Bacillus
subtilis con didmetro de inhibicion de 10 y 8 mm respectivamente, los extractos
de éter de las semillas exhiben su accion solamente contra Stafilococcus aureus
con 11mm, siendo inferior a lo reportado en el presente informe.

1.1° sobre la actividad antibacteriana

En la investigacion realizada por Soto M, et a
in vitro del extracto etandlico de la raiz de Rumex crispus L frente a Stafilococcus
aureus y Escherichia coli reportando halos de inhibicion de 25,3+0, 58 mm y
17,240, 29 mm respectivamente al 30% , se identificé que la mayor inhibicion fue
para Stafilococcus aureus, cepa mas sensible al extracto y para Escherichia coli
es inferior al presentado por el aislado de compuestos fendlicos, por ello se
puede afirmar que el aislado de compuestos fendlicos tiene una mayor
sensibilidad para Escherichia coli.

1.* evaluaron la eficacia antimicrobiana del extracto

Por otro lado Surjeet K, et a
metandlico de las hojas de Rumex nepalensis (Mern) el cual se ensay6 en cuatro
cepas bacterianas y tres cepas de hongos, asi mismo se usé como referencia a
la ampicilina (10ug) y fluconazol (10ug), resultando tener como méaxima
inhibicion de 12 mm para Escherichia coli (actividad antibacteriana) y 11mm para
Aspergillus niger (actividad antifingica), comprobando una vez mas que el
género Rumex tiene actividad antibacteriana.

En la figura 1 se observa el porcentaje de inhibicion a diferentes
concentraciones, teniendo como maximo porcentaje 94,9%, valor muy cercano al
control positivo (ciprofloxacino 30 pg) 100%, fundamentando asi que los

compuestos fendlicos aislados de las hojas presentan actividad antibacteriana.
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El método de diluciobn se considera de referencia para la determinacion
cuantitativa de la actividad antimicrobiana. Son métodos indicados cuando,
ademas de la actividad inhibitoria, se requiere determinar la actividad bactericida.
En la tabla 9 se muestra los valores obtenidos para la CMlI y CMB de los
compuestos fenolicos aislados de las hojas de Rumex crispus L que fueron
0,313 mg/mL y 0,625 mg/mL respectivamente.

En la investigacion de Muhammad T, et al.® del extracto del tallo de Rumex
dentatus contra cepas bacterianas Bacillus subtilis, Escherichia coli, S. aureus,
Micococcis lateus.y P. aeruginosa, reportaron como concentracion minima
inhibitoria (CMI), en un rango de 0,10 mg/mL.

Soto M, et al.’ determinaron que la concentracién minima inhibitoria (CIM) del
extracto etandlico de la raiz de Rumex crispus L, fueron de 1,0 y 2,5 mg/ml frente
a Stafilococcus aureus y Escherichia coli respectivamente. Los resultados de los
trabajos de investigacion reflejaron similitudes en los datos obtenidos en la parte
experimental del presente trabajo, fundamentando asi la posibilidad de usar los
compuestos fendlicos como alternativa en procesos de infecciébn con las
bacterias mencionadas en cada uno de ellos.

Para el andlisis de datos obtenidos se aplico la prueba de Tukey con un nivel de
confianza de 95% y una significancia (p< 0,05) plasmados en el anexo 14, en
donde muestra que los compuestos fendlicos aislados de las hojas de Rumex
crispus L. “romaza”, presentan una variacion en los promedios, mostrando una
similitud estadistica entre grupos tratados con el control positivo (ciprofloxacino
30 pg) y los compuestos fendlicos aislados de las hojas de Rumex crispus L
‘romaza” a concentracion del 20% mostrando una significancia de 0.327.

El mecanismo de accion por el cual actian los compuestos fendlicos no es claro,
pero la actividad antibacteriana de los compuestos fendlicos, de los flavonoides
se le atribuye a su estructura quimica y a un namero variable de grupos hidroxilo
y fendlicos, que penetran facilmente a través de la membrana celular bacteriana,
se combinan y precipitan las proteinas protoplasméticas desnaturalizandolas y
actuando como venenos protoplasmaticos. ™

Segin Soto M, et al.'® las quinonas presentan un rango amplio de accion,
actuando posiblemente sobre las adhesinas expuestas en la superficie de las
bacterias sobre los polipéptidos de la pared celular y sobre las enzimas unidas a
membranas.®

Surjeet K, et al.*® en la investigacion realizada sobre la actividad antimicrobiana

del extracto metanolico de Rumex nepalensis, menciona que la aloe-emodina,
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antraquinona, aisladoé de las raices de Rumex nepalensis. Se ha informado que
Este compuesto aloe-emodina tiene efecto antimicrobiano, por lo tanto, la
actividad antibacteriana de Rumex nepalensis puede ser atribuido a esta
antraquinona presente en el extracto, sin embargo el mecanismo de accién
exacto aun no esta determinado.

Los resultados mostraron que los compuestos fendlicos aislados de las hojas de
Rumex crispus L “romaza” tienen efecto antibacteriano, la cual representa una
alternativa para disminuir la infeccibn por Escherichia coli, esto motiva a
continan las investigaciones en medicina natural, ya que la resistencia de
bacterias frente a antimicrobianos requiere de mejores opciones para contribuir

en la salud del ser humano.
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VI. CONCLUSIONES

Los compuestos fendlicos aislados de las hojas de Rumex crispus L.
‘romaza” tiene efecto antibacteriano frente a Escherichia coli ATCC 35218.
Los compuestos fendlicos aislados de las hojas de Rumex crispus L.
‘romaza’” tiene abundante cantidad de flavonoides y antraquinonas.

Los paradmetros fisico-quimicos encontrados en los compuestos fendlicos
aislados fueron pH de 4-5, cenizas de 8,1, humedad de 2,1 y mejor
solubilidad en metanol.

Los compuestos fendlicos aislados presenta mayor inhibicion a la
concentracion del 20% con un halo de inhibicién de 22,89 mm.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima
bactericida (CMB) de los compuestos fendlicos aislados fue de 0,313 mg/mL

y 0,625 mg/mL respectivamente frente a Escherichia coli ATCC 35218.
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VIl. RECOMENDACIONES

Continuar con las investigaciones farmacolégicas del género Rumex frente a
otros microorganismos.

Realizar estudios comparativos con extracto de hojas y de raiz con
diferentes solventes e identificar el extracto que posee mayor cantidad de
compuestos fendlicos.

Determinar la turbidez de los caldos con espectrofotometro UV/VIS para
tener la certeza de la cantidad exacta de bacterias presentes en los tubos de
ensayo.

Realizar la reaccibn de Borntrager para antraquinonas y Su posterior

aislamiento.
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Anexo 1. Certificado de identificacion sistematica de Rumex crispus L. “romaza”,
Ayacucho 2016.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD
“ NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA”

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srita. Delia, HUARANCCA
HINOSTROZA, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para
trabajo de tesis.

Dicha muesira ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de
Clasificacién de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : CARYOPHYLLIDAE
ORDEN : POLIGONALES

FAMILIA : POLYGONACEAE
GENERO : Rumex

ESPECIE ; Rumex crispus L.

N.V. : ‘romaza”, “lengua de vaca"

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la
interesada para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 12 de Marzo del 2016

SERS e,
S R2EN
vm%g:m OF umi?féa
fopin S SIOLOGICAS
—

"uraAucaaima '~
JEFE " Meding
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Anexo 2. Certificado de Escherichia coli ATCC 35218.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

B
G A
@ AREA ACADEMICA DE MICROBIOLOGIA

El jefe del Laboratorio de Bacteriologia, del Area Académica de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga:

CERTIFICA:

Que se ha proporcionado a la Srta. Delia HUARANCCA HINOSTROZA, la
Cepa de Escherichia coli ATCC 35218 de la Escuela de Formacién
Profesional de Farmacia y Bioquimica a fin de que pueda desarrollar la tesis
titulada: “Actividad antibacteriana de compuestos fendlicos aislados de de
las hojas de Rumex crispus “romaza” frente a Escherichia coli ATCC 35218,
Ayacucho 2016”.

Se expide la presente certificacién a solicitud de la interesada para los fines
que creas por conveniente.

Ayacucho, 01 de noviembre de 2016

o

Jefe delLaboratorio de Bacteriologia
Area Académica de Microbiologia
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Anexo 3. Flujo grama de extraccion de los compuestos fendlicos de las hojas de

Rumex crispus L. “romaza”, Ayacucho 2016.

1 Kg de hojas secas de

Rumex crispus L. “romaza”

v

Maceracion por 7 dias en
etanol a 96°

Extracto etandlico
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Evaporar

v

Fraccién etérea
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Fraccién desengrasada

Acetato de etilo

Fraccion de acetato de etilo
COMPUESTOS FENOLICOS

Evaporar

v

Pruebas cualitativas:
FeCl;
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Ensayos cromatograficos
CCF
Espectro UV
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Anexo 4. Esquema para la determinacién de la concentracién minima inhibitoria
y concentracién minima bactericida, Ayacucho 2016.

1ml de caldo nutritivo
Aceite esencial
r N\

del tubo N°01 ai 14
10 1.0 10 1.0 1.0 10 1.0 10 1.0 10 10 1.0 1.0 10 Desechar

o \mmmmmmmmmmmm@m W
ontrol

Cuitivo de Caﬂdlda

albicans ATCC 10231 0.5 Mc Farland

1ml del inéculo

(-CID )

Incubar por 24 horas
2 3 4 5 6 7 8

|
L

No turbios Se observa turbidez
a simple vista

-\
El tubo N°8
corresponde

ala CMI
16 !
7

Control

0.01 ml se subcultivan
en agar Sabouraud

El tubo N°7 corresponde
ala CMF
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Anexo 5. Recoleccion y secado de las hojas de Rumex crispus L. “romaza”,
Ayacucho 2016.
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Anexo 6. Tamizaje fitoquimico preliminar del extracto etandlico de las hojas de

Rumex crispus L. “romaza”, Ayacucho 2016.
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Anexo 7. Extraccion etandlica y aislado de compuesto fendlicos con éter de
petréleo y acetato de etilo, Ayacucho 2016.
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Anexo 8. Ensayos con reactivo de Shinoda y cloruro férrico al 5% para
determinar la presencia de compuestos fendlicos en el aislado, Ayacucho 2016.
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Anexo 9. Sembrado en placa de silica gel y revelado del aislado de compuestos
fendlicos de las hojas de Rumex crispus L. “romaza”, Ayacucho 2016.
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Anexo 10. Revelado de las bandas en cromatografia de capa fina observada
mediante la lampara UV, Ayacucho 2016.
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Anexo 11. Lectura en el espectrofotometro UV/VIS de las 7 bandas observadas
en la cromatografia de capa fina, Ayacucho 2016.

Spectrum: M3 .dsp
Description: VERDE LIMON
Operator: user/FARMACOGNOSIA
Created: 26/07/2016 04:31:31 p.m.
Spectrophotometer: GENESYS 6
Serial number: 2M6H070001
Firmware: 1.200
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Anexo 12. Ensayos para determinar los halos de inhibicion del aislado de
compuestos fendlicos de las hojas de Rumex crispus L. “romaza” frente a
Escherichia coli, Ayacucho 2016.

b. preparar Concentr. de CF

C. cultivo joven

f. sembrar E.
coli en placas

e. comparar el
cultivo joven con
Mac Farland

g. poner disco con ext.

L
=
o
7
o
®
=
=
=3

uoldl
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Anexo 13. Determinacion de la CMI y CMB del aislado de los compuestos
fendlicos de las hojas de Rumex crispus L. “romaza”, Ayacucho 2016.

a. prepara los tubos con caldo estéril b. poner 1 mL de

b

&
c. sacar 1 mL del ler tubo, transferir al d. a cada uno afadir 1 »
2do y asi sucesivamente hasta el 14. mL de caldo con E. coli |
4’1__/’. RS, & >
WS ¢
A ';,f.‘" — P

horno a 37°C por 24 horas ¢

£V S ||| TR v
& g A Vohgt

e. cada tubo contiene 2ml, llevar al ( q" ’g f“, " l
Ao LR \ ‘.5 ‘!} y ‘ Lo i
e | ‘ L
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Anexo 14. Comparacion de medias mediante la prueba de Tukey del diametro de
halo de inhibicion en los tratamientos del aislado de compuestos fendlicos de las

hojas de Rumex crispus L. “romaza”, Ayacucho 2016.

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N 1 2 3 4 5 6
0,00

Blanco
CF 5%
CF 10% 16,67+1,50

9
9 12,89+1,36
9
CF 15% 9 18,78+1,30
9
9

CF 20% 22,89+1,28

Ciprofloxacino 24,11+1,45
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,327

CF: Compuestos fenolicos
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 9,000.
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Anexo 15. Test de Tukey, determina estadisticamente la diferencia de
concentraciones comparando con cada grupo del efecto antibacteriano del
aislado de los compuestos fendlicos de las hojas de Rumex crispus L. “romaza”,
Ayacucho2016.

Diferenci 95% de intervalo de
ade confianza
(1) J) medias Error Limite Limite
Tratamiento  Tratamiento (1-J) estandar Sig. inferior superior
CF 5% CF 10% -3,78 0,59 0,000 -5,54 -2,01
CF 15% -5,89" 0,59 0,000 -7,65 -4,13
CF 20% 10,00 0,59 0,000 -11,76 -8,24
Ciprofloxacino 11,22 0,59 0,000 -12,99 -9,46
Blanco 12,89 0,59 0,000 11,13 14,65
CF 10% CF 5% 3,778 0,59 0,000 2,01 5,33
CF 15% -2,111 0,59 0,011 -3,87 -0,35
CF 20% 6,222" 0,59 0,000 -7,99 -4,46
Ciprofloxacino -7,444° 0,59 0,000 9,21 -5,68
Blanco 16,667 0,59 0,000 14,90 18,43
CF 15% CF 5% 5,889 0,59 0,000 4,13 7,65
CF 10% 2,111 0,59 0,011 0,35 3,87
CF 20% 2,444 0,59 0,000 -5,87 -2,35
Ciprofloxacin0 -5,333" 0,59 0,000 -7,10 -3,57
Blanco 18,778 0,59 0,000 17,01 20,54
CF 20% CF 5% 10,000 0,59 0,000 8,24 11,76
CF 10% 6,222 0,59 0,000 4,46 7,99
CF 15% 4,111 0,59 0,000 2,35 5,87
Ciprofloxacino -1,222° 0,59 0,327 -2,99 0,54
Blanco 21,889 0,59 0,000 21,13 24,65
Ciprofloxacino  CF 5% 11,222 0,59 0,000 9,46 12,99
CF 10% 7,444 0,59 0,000 5,68 9,21
CF 15% 5,333 0,59 0,000 3,57 7,10
CF 20% 1,889 0,59 0,327 -0,54 2,99
Blanco 24,111 0,59 0,000 22,35 25,87
Blanco CF 5% -12,889° 0,59 0,000 -14,65 -11,13
CF 10% -16,667 0,59 0,000 -18,43 -14,90
CF 15% -18,778" 0,59 0,000 -20,54 -17,01
CF 20% -21,889" 0,59 0,000 -24,65 -21,13
Ciprofloxacino | .24 111 0,59 0,000 -25,87 -22,35

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Anexo 16. Andlisis de varianza (ANOVA) del porcentaje del efecto
antibacteriano de los compuestos fendlicos aislados de las hojas de Rumex
crispus L “romaza”, Ayacucho 2016.

ANOVA
Halos de inhibicion (mm)
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 3143,11 5 696,62 438,68 8,2x10™
Dentro de grupos 76,22 48 1,59
Total 3559,33 53
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Anexo 17. Comparacion mediante la prueba de Tukey del efecto antibacteriano
en los tratamientos del aislado de compuestos fendlicos de las hojas de Rumex

crispus L “romaza”, Ayacucho 2016.

95% del intervalo

de confianza para
~ Desviacion Error i
N  Media ) ) la media Min  Max
estandar  estandar

Limite Limite

inferior  superior

CF 5% 9 12,89 1,36 0,45 11,84 13,94 11 15
CF 10% 9 16,67 1,50 0,50 15,51 17,82 14 19
CF 15% 9 18,78 1,30 0,43 17,78 19,78 17 21
CF 20% 9 22,89 1,27 0,42 21,91 23,86 20 24
Ciprofloxacino 9 24,11 1,45 0,48 22,99 25,23 22 26
Blanco 9 ,00 0,00 ,000 ,00 0,00 0 0
Total 54 15,89 8,195 1,11 13,65 18,13 0 26
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Anexo 18. Patrones estandares de didmetros de halo de inhibicion para cepa de Escherichia coli ATCC 25922 empleado como control de
calidad, Ayacucho 2016.

Tabla 1. Patrones estandar del halo de inhibicion, puntos de corte equivalente a la CMI para enterobacterias® y diametro del halo de inhibicién
para la cepa E. coli ATCC25922 empleada como control de calidad
: s Punto de corte E. coli
GRUPO Antimicrobiano ;z;%a(de') Diametro del halo de Inhibiclon (MM) g quivatente a ta CMI (ugimi)  ATGCE 25922
Hg Resistente Intermedia  Sensible Resistente Sensible intervalo ®

A Ampicilina*® 10 <13 14-16 >17 >32 <8 16-22
Cefalotina ° ° Coh 30 <14 15-17 >18 >32 <8 15-21
Cefazolina“ ? 30 <14 15-17 >18 >32 <8 23-29
Gentamicina ° 10 <12 13-14 > 15 >8 <4 19-26

B Amoxicilina/acido clavulanico 20/10 <13 14-17 >18 >16/8 <8/4 19-25
Ampicilina/sulbactam 10/10 <11 12-14 >15 >32/16 <8/4 20-24
Piperacilina/tazobactam 100/10 <17 18-20 >21 >128/4 <16/4 24-30
Ticarcilina/acido clavulanico 75110 <14 15-19 >20 >128/2 <16/2 25-29
Mezlocilina 75 <17 18-20 >21 >128 <64 23-29
Ticarcilina 75 <14 15-19 >20 >128 <16 24-30
Piperacilina SR 3 e B0 <17 18-20 >21 >128 <16 24-30
Cefamandol 30 <14 15-17 >18 >32 <8 26-32
Cefonicid 30 <14 15-17 >18 >32 <8 25-29
Cefuroxima (oral) 30 <14 15-22 >23 >32 <4 20-26
Cefpodoxima 10 <17 18-20 >21 >8 <2 23-28
Cefixima 5 <15 16-18 >19 >4 <1 23-27
Cefoxitina 30 <14 15-17 >18 >32 <8 23-29
Cefotetan 30 <12 13-15 >16 >64 <16 28-34
Cefmetazol 30 <12 13-15 >16 >64 <16 26-32
Cefoperazona® 75 <15 16-20 >21 >64 <16 28-34
Cefotaxima® ” 30 <14 15-22 >23 >64 <8 29-35
Ceftizoxima® 30 <14 15-19 >20 >32 <8 30-36
Ceftriaxona” * 30 <13 14-20 >21 >64 <8 29-35
Cefepima 30 <14 15-17 >18 >32 <8 29-35
Imipenem 10 <13 14-15 >16 >16 <4 26-32
Meropenem 10 <13 14-15 >16 >16 <4 28-34
Amikacina 30 <14 15-16 >17 >32 <16 19-26
Ciprofloxacino ™ © 5 <15 16-20 >21 >4 <1 30-40
Levofloxacino 5 <13 14-16 >17 >8 <2 29-37
Trimetoprim/sulfametoxazol ™ ¢ 1,25/23,75 <10 11-15 >16 >8/152 <2/38 24-32
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Anexo 19. Matriz de consistencia

Titulo Problema Objetivo Marco tedrico Hipotesis Variable Metodologia
Efecto ¢Los Objetivo general Muhammad T, y et al. Los Variable Tipo de investigacion:
antibacteriano compuestos Determinar el efecto Investigo los efectos compuestos independiente: o Bésica — explicativo experimental
de los  fendlicos antibacteriano de los  antibacterianos del extracto del fendlicos Compuestos Muestra bioldgica:
compuestos aislados de las  compuestos tallo de Rumex dentatus contra  aislados de fendlicos aislados Poblacién: hojas de Rumex crispus L.
fendlicos hojas de fendlicos aislados de algunas cepas, el extracto las hojas de de las hojas de “romaza” que crecen en el distrito de
aislados de las Rumex crispus  las hojas de Rumex metanolico y agua fria eran Rumex Rumex crispus L. Santiago de Pischa, provincia de
hojas de L. ‘romaza”  crispus L. ‘romaza” eficaces. crispus L. ‘romaza”. Huamanga, Region Ayacucho.
Rumex crispus tendran efecto  frente a Escherichia Yildirim A, y et al. Evaluaron “romaza” Indicadores: Muestra: 1 kg de hojas de Rumex crispus
L. ‘romaza” antibacteriano coli ATCC 35218 los efectos antioxidantes y poseen Cioncentraciones L. “romaza” recolectada en el distrito de
frente a frente a Objetivos antimicrobianos de  Rumex actividad 10%; 20%; 30%; Santiago de Pischa, provincia de
Escherichia coli  Escherichia especificos crispus L., encontrando que el antibacteria-  40% y 50% Huamanga, Region Ayacucho.
ATCC 35218, coli ATCC e |dentificar los extracto etandlico tenfa mas nafrente a Variables Unidad experimental
Ayacucho 35218? compuestos compuestos fendlicos, Escherichia dependiente: Cepas de Escherichia coli, adquiridas del
2016. fendlicos de las mostrando actividad  coli Actividad laboratorio de Bacteriologia del Area
hojas de Rumex antibacteriana. antibacteriana de  Académica de Microbiologia del
crispus L. “romaza”. Borchardt J. y et al. La los compuestos Departamento Académico de Ciencias
o Establecer los actividad antioxidante y fendlicos aislados Bioldgicas de la UNSCH.

pardmetros fisico —
qguimicos de los
compuestos
fendlicos.

e Evaluar la actividad
antibacteriana de los
compuestos
fendlicos aislados
frente a Escherichia
coli.

e Evaluar la
concentracion
minima inhibitoria de
los compuestos
fendlicos aislados.

antimicrobiana de las semillas
de las plantas de la Cuenca del
rio  Mississippi, mostraron
actividad antimicrobiana Rumex
crispus L., Rumex verticillatus
L., Spiraea tomentosa L frente
a S.aureus, P. aeruginosa, E.
coli y Candida albicans

Soto M, y et al. Metabolitos
secundarios y actividad
antibacteriana in  vitro  del
extracto etandlico de la raiz de
Rumex crispus L., la actividad
antimicrobiana frente a E. coli y
S. aureus a diferentes
concentraciones, resultando la
CMI de 1,0 y 25 mg/ml
respectivamente.

de las hojas de

Rumex crispus
“romaza”.
Indicadores:

-halos de
inhibicién.

-Concentracion
Minima Inhibitoria.

Procedimiento metodolégico

500 g de hojas serdn molidas en un
mortero. Se extraerd por maceracion
durante 7 dias con etanol de 96°. Se filtrara
y la solucion hidroalcohélica se concentrara
hasta obtener una muestra blanda, la cual
sera desengrasada con éter de petréleo, la
fraccibn desengrasada se tratara con
acetato de etilo volumen a volumen para
finalmente  concentrar a presion y
temperatura reducidas en un rotavapor la
fraccién de acetato de etilo hasta obtener
una muestra blanda. Se realizara la
identificacion de los compuestos fendlicos
mediante reacciones con cloruro férrico,
Rvo shinoda, cromatografia de capa fina y
se determinara la actividad antibacteriana
mediante el método de difusién con discos
(kirby-bauer).
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