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RESUMEN

El presente estudio se realiz6 con el objetivo de determinar la actividad
antibacteriana de la fraccion de acetato de etilo (FAE) aislado de la semilla de
Persea americana Mill “palta jass” realizado en los laboratorios de
Farmacognosia de la Facultad de Ciencias de la Salud y Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristdbal de
Huamanga, en los meses de Abril a Setiembre del 2016. El tipo de investigacion
fue béasica experimental. Para la obtencién de los extractos, las semillas fueron
colectadas en la provincia de Huanta y sometidas a un proceso de extraccion
etanolica, desengrasado con éter de petroleo y extraccion de los fenoles con
acetato de etilo. Los compuestos fendlicos fueron aislados por cromatografia en
capa fina por espectrofotometria ultravioleta. El extracto contiene: taninos,
flavonoides, saponinas, fenoles y triterpenos. Se empled el método de difusion
de discos de Kirby Bauer utilizando las cepas de Escherichia coli ATCC 35218;
la cuales fueron ensayadas a concentraciones de 1%, 2,5%, 5%, 10%, 15%,
como control se utilizé el ciprofloxacino 30 pg. Los resultados muestran dentro
de los parametros fisicoquimicos: porcentaje de Humedad igual a 10,6%,
Cenizas igual a 3,9%, pH 5. Se encontré que la fraccién de acetato de etilo
(FAE) aislado de la semilla de Persea americana Mill “palta jass” muestra una
actividad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 35218. Alcanzando un
81,5% de inhibicion al 10%; CMI de 0,625 mg/ml y CMB de 1,250 mg/ml. Se
concluye que la fraccion de acetato de etilo (FAE) aislado de la semilla de
Persea americana Mill “palta jass” tiene actividad antibacteriana frente a la cepa
bacteriana de Escherichia coli ATCC 35218.

Palabras clave: Persea americana Mill, compuestos fendlicos, Escherichia coli

ATCC 35218, Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), Concentracién Minima
Bactericida (CMB)
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I.  INTRODUCCION

Las plantas medicinales son importantes para la investigacion farmacologica y el
desarrollo de medicamentos, no solo cuando los constituyentes de las plantas se
usan directamente como agentes terapéuticos sino también como material base
para la sintesis de los medicamentos o0 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 la bacteria a dicho farmaco, por lo que con mayor frecuencia el
medicamento resulta ineficiente. En las distintas actividades humanas, tanto
domésticas como industriales, existe generacion de residuos diversos que, a
causa del volumen alcanzado y eventual peligrosidad, deben ser manejados
adecuadamente con el fin de minimizar su impacto ambiental.?3

Por tanto, la caracterizacién de los residuos es imprescindible no sé6lo con el fin
de determinar la metodologia apropiada para su disposicion final, sino también
para su evaluacion como potenciales materias primas en otros procesos de
produccion o para la recuperacion del potencial valor nutricional final. De este
modo, es posible obtener productos a partir de residuos, aumentando la
rentabilidad global del proceso productivo.®

Los compuestos polifendlicos son sustancias biol6gicamente activas y existen
numerosas evidencias, epidemiol6gicas, estudios in vitro, estudios en modelos
animales e intervenciones en humanos, que indican que estos compuestos
proporcionan un beneficio al organismo en contra de diversas enfermedades.*
Los compuestos extraidos de las plantas que poseen actividad antibacteriana
generalmente son compuestos fendlicos y polifenoles en las que se encuentran
quinonas, flavonoides, taninos. SLas 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 inmemoriables sobre seleccién, manejo,
conservacion y uso de las diferentes especies de plantas que crecen en nuestro
pais y en los ultimos afios los habitantes de las ciudades estan utilizando por lo
que se puede decir que esta en auge la medicina tradicional. En el area andina
se cultivan diversas frutas y hortalizas, entre las que se encuentra la palta, que
se consume principalmente en forma natural sin mayor grado de procesamiento.

La revalorizacion de estas frutas como de sus residuos o desechos vegetales,

son poco conocidas o desconocidas fuera de sus regiones de origen, la que

seria de gran beneficio para el poblador rural del interior del Peri que se

encuentra entre los grupos poblacionales méas pobres de Latinoamérica. > °

La palta (Persea americana Mill) pertenece a la familia de las Lauraceas y es

originaria de Guatemala, México y parte de Centro América, es cultivada

actualmente en casi todos los paises de clima célido y templado incluido el Peru
gue cuenta con una serie de microclimas, uno de ellos con caracteristicas aptas
para el desarrollo de la especie Persea americana Mill, palta jass,

particularmente en nuestra region, en zonas calidas de la provincia de Huanta, y

el Valle del Rio Apurimac, Ene y Mantaro (VRAEM).!

Partiendo de estas premisas el objetivo general del presente trabajo fue evaluar

la actividad antibacteriana de los compuestos fendlicos aislados de la semilla de

Persea americana Mill. frente a Escherichia coli ATCC 35218 mediante la prueba

de sensibilidad antimicrobiana.

Los objetivos especificos son:

e Determinar los metabolitos secundarios presentes en la fraccion de acetato
de etilo aislado de la semilla de Persea americana Mill.

¢ Identificar los parametros fisicoquimicos de la fraccibn de acetato de etilo
aislado de la semilla de Persea americana Mill.

e Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria CMI y Concentracién Minima
Bactericida CMB de la fraccion de acetato de etilo aislado de la semilla de
Persea americana Mill. frente a Escherichia coli. ATCC 35218

De esta manera realizar aportes en cuanto a las potencialidades de uso de la

especie como agente antimicrobiano.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

La Persea americana Mill también conocida como aguacate, es una planta
perteneciente a la familia de las Lauraceas. Originario de Guatemala, parte de
Centro América y México, el aceite esencial de Persea tiene propiedades
antibacterianas, el aceite fijjo es emoliente e hipocolesteremiante. Es interesante
destacar que no s6lo en su zona de origen (mesoamérica) el aguacate tiene una
gran variedad de usos médicos, sino también en todos los paises que han
adoptado su cultivo; asi, la corteza se utiliza por sus propiedades vermifugas y la
semilla, como antihelmintico.’

Chavez P, ha desarrollado su tesis de grado con la investigacion titulada
“Evaluacién antioxidante y antimicrobiana en extractos de residuos de aguacate
Persea americana Mill’; Realiz6 extracciones metandlicas y acetdnicas de
cascara y semilla de aguacate pulverizadas en forma fresca, cada extracto se
concentré al 20% en volumen con rotavapor y Bafio Maria para ser conservados
en congelacion hasta su uso. Los extractos obtenidos fueron evaluados para
determinar su capacidad antioxidante, fenoles, flavonoides, clorofilas y
carotenoides totales. Asi como, su actividad antimicrobiana contra Escherichia
coli, Salmonella, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus. Esta
investigacion concluye que que para determinar la capacidad antioxidante
resultd6 mas eficiente la extraccion polifenolica. En las pruebas fitoquimicas
obtuvieron informacién relevante sobre la composiciéon de los residuos de
aguacate y con respecto a la capacidad antimicrobiana se observé mayor
actividad en extractos de semilla.?

Najarro V, desarroll6 un trabajo de tesis titulado “Actividad biologica de las hojas,
corteza y semilla de Persea americana Mill. “palto” frente a cepas de
enterobacterias”; utilizdé extractos etanodlicos de cada parte de la planta frente a

cepas de Escherichia coli ATCC 23122, Salmonella entérica 14028 y Shigella



sonnei ATCC 25931, ensayadas a concentraciones de 0,5%; 1,0%; 3,0%; 5% y
10%; como control utilizé ciprofloxacino de 5 pg; en los extractos se encontraron
taninos, compuestos fendlicos, flavonoides, lactonas y/o cumarinas, quinonas,
catequinas, azucares reductores, alcaloides, triterpenos y/o esteroides; el
extracto de la semilla muestra una actividad frente a Escherichia coli de 34,2%
de inhibicion al 10%, con una CMI DE 0,039 mg/ml y CMB de 0,078 mg/ml,
frente a Shigella sonnei el halo de inhibicion fue de 51,2% con una CMI DE
0,002 mg/ml y CMB de 0,005 mg/ml, frente a Salmonella enterica el halo de
inhibicién fue de 14,9% al 10%; CMI DE 0,313 mg/mly CMB de 0,625 mg/ml.9
Escobar M. et al, desarrollaron un trabajo de investigacion titulado “Evaluacion
de la actividad antidiarreica y antibacteriana de los extractos de la semilla de la
palta Persea americana y Buganvilla Bougainvillea glabra”, evaluaron la actividad
antibacteriana y antidiarreica de los extractos de Bougainvillea glabra y Persea
americana frente a cepas ATCC de Escherichia coli, Shigella dysenteriae y
Salmonella typhimurium. La actividad antibacteriana fue evaluada mediante la
prueba de sensibilidad por la técnica de difusién en doble capa; la prueba de la
actividad antidiarreica fue evaluada a través de pruebas por induccién bacteriana
gue producen diarrea en ratas de la cepa Winstar. Los resultados mostraron que
el extracto etandlico de las hojas de buganvilla presenta actividad antibacteriana
y antidiarreica a una concentracion de 0,763 g/Kg peso, contra Escherichia coli y
el extracto de la semilla de palto a una concentraciéon de 0,688 g/kg peso, contra
Escherichia coli, Shigella dysenteriae y Salmonella typhimurium. Asi también se
determiné que los compuestos responsables de la actividad antibacteriana y
antidiarreica son principalmente taninos y flavonoides, presentes tanto en hojas
de buganvilla y semilla de palto.°

llozue M. et al, desarrollaron una investigacion titulada “Anti-Microbial and
Phytochemical Screening of the Seed Extracts of Persea Americana (AVOCADO
PEAR)”, articulo extraido del Journal, en la que se resume la actividad
antimicrobiana de los extractos de semillas contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Salmonella typhi se llevo a cabo utilizando las técnicas
de difusion en disco. El extracto de acetato de etilo demostré actividad
pronunciada contra los organismos de prueba. La actividad del extracto de
metanol frente a Staphylococcus aureus fue (31 mm) mientras que la de éter de
petroleo era (5 mm) contra Escherichia coli. Sin embargo, Staphylococcus typhiy

Escherichia coli, fueron resistentes al extracto cloroformico y metanolico. La



actividad de los extractos de éter de petroleo, cloroformo y metanol se comparé
favorablemente con la de la eritromicina, antibiético utilizado como estandar. Las
actividades antimicrobianas mostradas por los diversos extractos se podrian
atribuir a la presencia de metabolitos secundarios identificados en el cribado
fitoquimico y también significa el potencial de las semillas de Persea americana
como un agente terapéutico anti-microbiano.*

Owusu N. et al, desarrollaron una investigacion titulada “Fitoconstituyentes,
propiedades antimicrobianas y antioxidantes de las hojas de Persea americana
Mill cultivadas en Ghana”, en este estudio se evalud la actividad antimicrobiana y
antioxidantes del extracto de metanol, acetato de etilo, cloroformo y éter de
petréleo de Persea americana. Estos extractos representan actividades
antimicrobianas variables en microorganismo especifico. El extracto metandlico
muestra las actividades antimicrobianas mas potentes con las mayores zonas de
inhibicién (0-1,8 mm) en el ensayo de difusion en agar y con la mas baja
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) en el ensayo de dilucién en caldo contra
un panel de microorganismos que incluye Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Salmonella typhi, Streptococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Candida
albicans. Los datos apoyan el uso etnomedicinal de las hojas de Persea
americana para el tratamiento de las infecciones y de otros sintomas cuya
etiologia puede estar relacionado con el estrés oxidativo.™

2.2. Actividad antimicrobiana

Actividad antimicrobiana es la capacidad que presenta un compuesto para inhibir
el aumento de poblacion bacteriana o para eliminarla, se puede expresar
cuantitativamente con pruebas in vitro. Entre los factores que inciden sobre la
actividad antimicrobiana se encuentran: Tiempo de contacto, concentracion,
temperatura, reaccién de medio (pH), influencia de sustancias presentes,
espectro antimicrobiano, estabilidad del desinfectante, resistencia microbiana,
incompatibilidades.*

La mayoria de los compuestos con actividad antimicrobiana encontrados en
especies vegetales, son compuestos fendlicos, terpenos, alcoholes alifaticos,
aldehidos, cetonas, &cidos e isoflavonoides, los cuales en su mayoria son
identificados como metabolitos secundarios, enzimas hidroliticas y proteinas.*?
Los compuestos utilizados como antimicrobianos atacan varios sitios dentro de
las células microbianas y dependiendo de las concentraciones utilizadas en los

alimentos, pueden causar la inhibicién o inactivacion de los microorganismos.*?



Los compuestos antimicrobianos de las plantas pueden ser letales para las
células microbianas o simplemente servir como inhibidores de la produccion de
metabolitos, sus sitios de accion sobre la célula microbiana, incluyen a la
membrana celular, pared celular, enzimas metabdlicas, sintesis de proteinas y el
sistema genético, todos ellos estratégicos para la supervivencia de ciertos
microorganismos.*®

2.3. Métodos para evaluar la actividad antimicrobiana

Los métodos para evaluar la actividad antibacteriana estan clasificados, en tres
grupos principales: Métodos de difusién, métodos de dilucién y bioautografia, un
cuarto método es el analisis conductimétrico, el cual detecta el crecimiento
microbiano como un cambio en la conductividad eléctrica o impedancia del
medio de cultivo. Las técnicas de difusion han sido ampliamente usadas para
evaluar extractos de plantas con actividad antimicrobiana. En general se
propone usar los métodos de difusion (en papel o en pozo) para estudiar
compuestos polares.** **

Las metodologias aplicadas siempre consideran la estandarizacion de la
concentracion bacteriana a utilizar, con el animo de evitar un crecimiento
exhaustivo, que impida el andlisis de los resultados o proporcione resultados
errados lo cual puede variar significativamente la respuesta del extracto vegetal
0 aceite, indicando la necesidad de utilizar concentraciones mayores de éste
para inhibir el crecimiento del microorganismo. La concentracion de bacterias
usada para el estudio de susceptibilidad en el laboratorio ha sido estandarizado
en 5 x 10° unidades formadoras de colonias (ufc)/mL, lo cual equivale a un
patrén de 0.5 en la escala de Mac Farland.*®

Los medios de cultivo méas utilizados en dichas técnicas son el agar Mieller
Hinton y agar tripticase soya, ya que sus componentes facilitan el crecimiento de
diferentes cepas bacterianas y mayor difusion de las muestras.™

2.3.1. Métodos de difusion

La técnica estd basada en el método originalmente descrito por Bauer et al.,
(método de Kirby-Bauer). Este método de difusibn en disco o en pozo fue
estandarizado y es actualmente recomendado por el Subcomité de Ensayos de
Susceptibilidad de NCCLS, de Estados Unidos. El fundamento de esta
determinacién es establecer, en forma cuantitativa, el efecto de un conjunto de
sustancias, ensayados individualmente, sobre las cepas bacterianas que se

aislan de procesos infecciosos. EI método se basa en la relacion entre la



concentracion de la sustancia necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el
halo de inhibicion de crecimiento en la superficie de una placa de agar con un
medio de cultivo adecuado y sembrado homogéneamente con la bacteria a
ensayar y sobre la cual se ha depositado un disco de papel filtro de 6 mm de
diametro, o se ha sembrado en pozo impregnado con una cantidad conocida de
la sustancia.'®

Es necesario sefialar que el tamafio del halo de inhibicién es influenciado por
varios factores, entre ellos; medio de cultivo en que se realiza la prueba,
capacidad de difusion del compuesto, cantidad de inoculo, tiempo de generacion
del microorganismo, sensibilidad al antibidtico, y periodo de incubacion.
Cualquier variacion de estos factores puede afectar el resultado de la prueba, sin
embargo, al emplear un procedimiento estandar es posible obtener resultados
confiables.? *°

2.4. Extracto

Los extractos vegetales se han definido como un concentrado obtenido por
tratamiento de productos vegetales con solventes apropiados, tales como agua,
etanol o éter, de elementos solubles, constituidos por una mezcla de principios
activos y sustancias inertes que se producen de la totalidad o de partes de una
planta fresca o seca.'®

Un gran porcentaje de los principios activos de las plantas esta comprendido
dentro de los llamados metabolitos secundarios, los cuales son compuestos
guimicos de estructura relativamente compleja, distribucion restringida y
caracteristicas de fuentes botanicas especificas a diferencia de los metabolitos
primarios que son universalmente distribuidos y participan en la actividad
celular.*’

2.5. Método de extraccion

2.5.1. Maceracion

Se entiende por maceracion al contacto prolongado durante cierto tiempo de la
droga con el menstruo constituyendo un conjunto homogéneamente mezclado
en el cual el menstruo actta simultaneamente sobre todas las proporciones de la
droga, circulando a través en todas las direcciones y sentidos y disolviendo sus
principios activos hasta producirse una concentracion en equilibrio con la del
contenido celular. *®

Es el procedimiento de extraccibon mas simple, al conjunto de droga mas

solvente se le protege de la luz, para evitar posibles reacciones y debe agitarse



continuamente (tres veces por dia aproximadamente); el tiempo de maceracion
es diverso, las distintas farmacopeas prescriben tiempos que oscilan entre cuatro
y diez dias. A partir de este método no se consigue el agotamiento de las
sustancias extraidas. “cuanto mayor sea la relacién entre el liquido extractivo y la
droga, tanto mas favorable sera el rendimiento”.*® *°

2.6. Compuestos polifenélicos.

Los compuestos polifendlicos (CPF) son metabolitos secundarios de las plantas
que poseen en su estructura al menos un anillo aromatico al que esta unido uno
0 mas grupos hidroxilo. Los CPF se clasifican como acidos fendlicos (AF),
flavonoides (FLA) y taninos (TAN). %

Los compuestos polifendlicos son un grupo diverso de fitoquimicos que no se
identifican como nutrientes esenciales, pero se les atribuyen efectos positivos
sobre la salud de quienes los consumen habitualmente en la dieta,
especialmente por su actividad como antioxidantes. Sin embargo, el mecanismo
de accién de estos compuestos ha sido tema de multiples estudios y debates, ya
que poseen humerosos efectos biolégicos incluyendo regulacion de la expresion
de genes y actividad de diversas enzimas, entre otros. Sin embargo, sus
potenciales efectos biolégicos dependen de numerosos factores que aiun no son
bien comprendidos, como su absorcién o metabolismo, que a su vez depende de
la naturaleza quimica del compuesto. #

2.6.1.Flavonoides

Los flavonoides tienen dos anillos aromaticos unidos por una cadena de tres
atomos de carbono (C4C5C,).”* 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 de modificar la reaccion del cuerpo a los alérgenos, virus y agentes
carcindgenos. Estos resultados ponen de manifiesto su actividad antialérgica,
antimicrobiana y anticancerigena.”®

2.6.2.Taninos

Los taninos son compuestos poliméricos mas complejos que se clasifican en
hidrolizables y condensados. Los taninos hidrolizables estan constituidos por
unidades de &cido elagico, y pueden estar unidos a una molécula de glucosa.*
Los taninos hidrolizables estdn constituidos por unidades de &cido elagico, y

pueden estar unidos a una molécula de glucosa. En cambio, los taninos



condensados resultan de la condensacion de unidades de flavan-3-oles, tales
como la catequina que tienden a polimerizarse. **

Los taninos condensados han sido mas estudiados respecto a su actividad
antioxidante, ademas de que se ha reportado que poseen beneficios a la salud
por su actividad antibacterial o bacteriostética. In vivo se ha observado el efecto
bacteriostatico del jugo de arandano, atribuido a los taninos condensados
presentes. El jugo de arandano no solo mantiene saludable el tracto urinario por
la acidificacion del medio, sino ademas las proantocianidinas presentes en el
jugo exhiben actividad antibacterial, impidiendo la adhesion de Escherichia coli a
superficies celulares del tracto urinario. %

Tabla 1 Clasificacién de taninos y microorganismos sensibles. %

Taninos Microorganismos sensibles
Taninos condensados Antibacterial S. mutans
E. coli
S. aureus
Antiviral Influenza A virus
HSV virus del herpes
simple tipo 1
Taninos hidrolizables Antibacterial Salmonella,

Staphylococcus, E. coli

Clostridium, Helicobacter
Antiviral Virus del herpes

HSV -1y HSV-2
Antifangico Candida parapsiosis

2.6.3. Compuestos fendlicos presentes en el género persea

Ana F, Moreira J y Barreira S, determinaron los parametros fisicoquimicos y la
composicion fitoquimica de la Persea americana, en la tabla se resume la
cantidad de componentes bioactivos determinados en cada parte del fruto y se
resume que la semilla presenta una alta concentracion de fenoles totales.*

Tabla 2. Cantidad de compuestos fendlicos encontrados en la Persea americana

“hass™*
Avocado fraccion var. “Hass”

Componentes Pulpa Cascara Semilla
bioactivos

Fendlicos totales 410.2 +69.0 679.0 £117.0 704.0 £130.0
Flavonoides 219+£1.0 44.3 +3.1 479 £2.7
Carotenoides 0.815+ 0.201 2.585 +0.117 0.966+0.164
Vit C 1.2+0.7 4.1+2.7 26+1.1
Vit. E 5.36 £1.77 2.13 +£1.03 4.82 £1.42




llozue N, lkezu U y Ugwu P, realizaron un screening fitoquimico del extracto de
la semilla de Persea americana y determinaron la presencia de alcaloides,
flavonoides (responsables de la actividad antibacteriana) y taninos.°

Idris S, Ndukwe G y Gimba C, determinaron la presencia de saponinas,
flavonoides, taninos, esteroides, alcaloides y terpenoides en un estudio
fitoquimico preliminar del extracto de la semilla de Persea americana Mill. *°

2.7. Antibacterianos naturales

Simultaneamente al desarrollo tecnolégico de la industria farmacéutica, se ha
desplegado un gran interés de parte de los investigadores por estudiar
sustancias naturales que posean algunas propiedades farmacolégicas con
efecto antimicrobiano.?

Se debe destacar que los farmacos a base de derivados de productos naturales
presentan una inmensa ventaja respecto a los tratamientos quimicos. En las
plantas los principios activos siempre estan biolégicamente equilibrados por la
presencia de sustancias complementarias, que van a potenciarse biol6égicamente
entre si, de forma que en general no se acumulen en el organismo, y sus efectos
indeseables estan limitados. La fitoterapia, nombre que se aplica al uso
medicinal de derivados de plantas, nunca ha dejado de tener vigencia. En el
ambito farmacéutico, el importante crecimiento mundial de la fitoterapia dentro
de programas preventivos y curativos ha estimulado la investigacion, con el fin
de descubrir y avalar la actividad antimicrobiana de distintos derivados de las
plantas y productos naturales.?’

2.8. Agentes antibacterianos

Los antibacterianos son compuestos quimicos capaces de inhibir el crecimiento
e incluso destruir especies bacterianas, de forma especifica y a bajas
concentraciones sin toxicidad (o muy baja para el organismo humano).?

Los antibi6ticos son considerados los principales agentes antibacterianos debido
a que estos son originados del metabolismo de algunos microorganismos. En la
practica, el término antibiético ha adquirido uso como sin6nimo de agente

antibacteriano en general, natural o sintético. 2
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2.9. Especie vegetal
2.9.1.Persea americana Mill.

Tabla 3. Clasificacion cientifica de la palta jass (Persea americana Mill.)

Categoria taxonémica Clasificacion
DIVISION MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE MAGNOLIIDAE
ORDEN LAURALES

FAMILIA LAURACEAE
GENERO Persea

ESPECIE Persea americana Mill.
VARIEDAD Jass

N.V. “Palto”, “aguacate”

Fuente: certificado emitido por el Herbarium Huamangensis — 2016 (Anexo 1)

2.9.2. Descripcion

Arbol siempre verde de hasta 15 metros de altura, de tronco recto, corto y
corteza rugosa. Hojas grandes, verdes, simples, alternas, de 6 - 30 cm de
largo, que forman un ramaje denso y muy abundante. Flores pequefias,
arracimadas, fragantes, blanco-verdosas, 1 - 3 cm de ancho. Fruto comestible
en forma de drupa esférica o piriforme, cascara gruesa de color variable: verde,
amarillo o violeta. La pulpa es grasosa, amarillenta o verde; semilla Gnica, dura,
ovalada, oleosa.”

2.9.3. Héabitat

Arbol originario de Mesoamérica donde recibe generalmente el nombre de
aguacate, palabra derivada del término en lengua nahuatl auacatl, que significa
“testiculo”. Las principales variedades de cultivo son: Bacon, Edranol, Fuerte,
Hass, Negra de la Cruz y Chilena Mejorada. Segun la variedad, el palto puede
crecer en clima calido, templado o frio, en suelos arcilloso arenosos, drenados,
fértiles; el régimen de lluvia debe fluctuar entre 900 y 2.500 mm al afio. Se
propaga por semillas o injertos en viveros; germina en aproximadamente 3
semanas; se trasplanta a las 5-6 semanas; comienza a fructificar a los 4-5
afios.”

2.9.4. Actividad farmacolégica

Todas las partes de esta planta han sido investigadas, en especial el aceite
esencial, el aceite fijo, las hojas y el fruto (en este Gltimo el mesocarpio, pulpa,

por sus magnificas cualidades alimenticias y la calidad de su aceite fijo,
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ademas del epicarpio y la semilla); el aceite esencial de Persea tiene
propiedades antibacterianas, el aceite fijo es emoliente e hipocolesteremiante.
Es interesante destacar que no sé6lo en su zona de origen (mesoamérica) el
aguacate tiene una gran variedad de usos médicos, sino también en todos los
paises que han adoptado su cultivo; asi, la corteza se utiliza por sus
propiedades vermifugas y la semilla, como antihelmintico; se ha encontrado
compuestos hepatoprotectores en esta planta; en Cuba, numerosas
formulaciones homeopéticas se preparan a partir de sus diferentes partes. En
nuestro pais las hojas frescas o secas se emplean principalmente en
tratamientos de afecciones respiratorias: tos, catarro, bronquitis, resfrios;
malestares estomacales, enfermedades de la piel y en menstruaciones dificiles
y dolorosas; como dato curioso, hasta no hace mucho tiempo, la semilla era
empleada como tinta indeleble para “marcar” ropa.*

Tabla 4. Composicién quimica aproximada de la pulpa de palta *°

Parte comestible 60%
Calorias 127
Agua 79.7
Proteina 1649
Grasa 13.3¢9
Carbohidratos 309
Fibra 1.6q9.
Cenizas 08¢

Algunos extractos de las semillas del aguacate poseen actividad antimicrobiana
sobre Escherichia coli, Mycrococcus Pyogenes, Sarcina lutea y Staphylococcus
aureus. Por otra parte, los compuestos alifaticos de cadena larga, aislado de la
cascara del fruto como el 1,2,4 trihidroxi-n-hepadeca-16-eno, han demostrado
actividad bactericida sobre microorganismos gram positivos como Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Salmonella typhi, Shigella dysenteriae y Staphylococcus
aureus.®

Se ha reportado la actividad cancerosa de extractos de hojas y de tallos frescos
de aguacate en animales con tumores trasplantables de adenocarcinoma 755 y
las propiedades citotéxicas, in vitro, de algunos de los compuestos quimicos
aislados del fruto. El aguacate se incluye frecuentemente en dietas y reciente
evidencia sugiere que son muy efectivos en la modificacion de los perfiles
lipidicos.*

2.9.5. Composicion quimicay usos de la semilla

La semilla de Persea americana tiene una aplicacion diversa en la etnomedicina,

que van desde el tratamiento de la diarrea, la disenteria, dolor de muelas,
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parasitos intestinales a la zona de tratamiento de la piel y embellecimiento, las
hojas de Persea americana se ha informado que poseen actividades anti-
inflamatorias y analgésicas. Las semillas son ricas en taninos y los carotenoides.
Composicién quimica de la semilla. Una vez separada la pulpa comestible del
fruto, quedan como residuos la céscara y la semilla. Dependiendo de las
variedades esta Unica semilla alcanza entre 15 a 18% del peso total del fruto tipo
baya. El epispermo de la semilla es una fina capa fibrosa de color marrén
oscuro. La semilla posee menor porcentaje de lipidos que la pulpa por lo cual no
se considera de interés para el proceso de obtencion de aceite a nivel industrial.
Sin embargo, algunos estudios han revelado que el aceite de semilla presenta
mayor cantidad de &cidos grasos poliinsaturados que el aceite de pulpa.
Ademas, de la semilla es posible obtener enzimas y sustancias con propiedades
antibidticas. Estas ultimas tendrian posibles usos en la conservacion de la carne,
en productos medicinales y productos cosméticos. Es posible también extraer
taninos y pigmentos de la semilla.®

Gonzéales y col. (2010) sostienen que la semilla de aguacate posee algunas
sustancias quimicas (principios biolégicamente activos) antinutricionales como el
acido cianhidrico, glucésidos cianogénicos, polifenoles condensados y algunos
taninos, que podrian actuar adversamente sobre la posibilidad de su utilizacion
como aceite comestible de consumo humano. Sin embargo, la mayoria de dichas
sustancias son termolabiles, por lo que un tratamiento térmico adecuado
(coccidn) las destruiria.®

2.9.6. Usos tradicionales de la semilla.

Segun el tratado sobre plantas medicinales del Peru, el epispermo de la semilla
de palta se toma en infusibn acuosa por tres dias para expulsar parasitos
nematodos; los mismos autores refieren que la semilla se utiliza como ténico
capilar en la caida del cabello, siendo también muy eficaz en enterocolitis
diarreicas; finalmente, refieren que existen estudios que demuestran las
propiedades antimicrobianas del extracto acuoso de la semilla contra bacterias
Gram positivas y negativas, hongos y micobacterias.®* 3

Gonzales y col. (2010) refieren que en afios recientes los laboratorios
cosmeéticos han empezado a interesarse en el aceite de palta por su elevado
contenido insaponificable, por sus propiedades hidratantes, reestructurantes y

antioxidantes y por su especial capacidad de aumentar la sintesis de colageno;
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posee ademas importantes cualidades de “penetracién” y “mantenimiento”, lo
que le hace eficaz como vehiculo en cremas nutritivas.®

2.10. Microorganismo patégeno

2.10.1. Escherichia coli

En 1885 Theodore Escherich, un pediatra aleman, describié por primera vez una
bacteria encontrada en las heces de neonatos y nifios sanos la cual denominé
Bacterium coli commune. Posteriormente, en 1919 Castellani y Chalmers la
denominaron Escherichia coli en su homenaje y desde entonces ha sido uno de
los seres vivos mas estudiados, de hecho gran parte de los conocimientos sobre
la biologia celular fueron adquiridos en estudios con este microorganismo. *
Segun el Manual Bergey de bacteriologia sistematica son bacterias Gram
negativas cilindricas con 1,1 — 1,5 um de didmetro por 2,0 — 6,0 um de largo que
se disponen aisladas o en parejas. Conforme a la definicién general de la familia
Enterobacteriaceae a la que pertenecen, son bacterias quimioheterotrofas
facultativas teniendo los metabolismos fermentativo y respiratorio, no forman
esporas, estan desprovistas de oxidasa, producen catalasa y B-galactosidasa,
pueden ser moviles por flagelos peritricos o inmdviles y normalmente reducen
nitrato a nitrito. EI género Escherichia comprende cinco especies distintas:
Escherichia coli, Eacherichia hermanni, Escherichia fergusonii, Escherichia
vulneris y Escherichia blattae. La especie tipo es Escherichia coli, ademas es la
Unica de las cinco con significacion clinica. No obstante, Escherichia hermanni, y
Escherichia vulneris han sido involucradas en infecciones de heridas aunque de
manera muy ocasional.®

Tabla 5. Clasificacion cientifica de la Escherichia coli

REINO Bacteria

FILO Proteobacteria
CLASE Gammaproteobacteria
ORDEN Enterobacteriales
FAMILIA Enterobacteriaceae
GENERO Escherichia

ESPECIE E. Coli

Fuente: area de bacteriologia microbiologia UNSCH -2016
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2.11. Tratamiento
Tabla 6. Antibidticos y diametros criticos para enterobacterias. *
DIAMETRO EN mm

ANTIBACTERIANO CONTENIDO DEL DISCO R I S
PENICILINAS

Ampicilina 10ug £13 14-16 >17
CEFALOSPORINAS

Cefalotina 30ug £14 15-17 >18
Ceftriaxona 30ug £13 14-20 >21
AMINOGLUCOCIDOS

Gentamicina 10ug £12 13-14 >15
Amikacina 30ug £14 15-16 >17
QUINOLONAS

Norfloxacino 10ug £12 13-16 >17
Ciprofloxacino 5ug £15 16-20 >21
TETRACICLINA

Tetraciclina 30ug £14 15-18 >19

2.12. ANTIMICROBIANO

2.12.1. CIPROFLOXACINO

2.12.2. Mecanismo de accion

Para llegar al sitio blanco las quinolonas deben atravesar la membrana externa
de las bacterias Gram negativas a través de canales en la membrana llamados
Porina F. Una vez dentro de la bacteria las quinolonas ejercen su efecto
bactericida impidiendo la sintesis de ADN al inhibir la accion de las enzimas ADN
girasa y Topoisomerasa IV. Las moléculas de ADN estan formadas por una
doble cadena de nucle6tidos, enrolladas una alrededor de la otra en forma
helicoidal. En la naturaleza las moléculas de ADN son circulares y para formar
estos circulos la doble hélice tiene que enrollarse en una nueva espiral
(superhélice), de sentido contrario a las hélices primarias. Las cadenas de las
moléculas de ADN deben separarse para poder replicarse o transcribirse. Para
gue las dos cadenas se puedan separar, deben desenrollarse y la superhélice
debe enrollarse en sentido contrario. Para efectuar estos cambios es necesario
efectuar cortes en las cadenas de nucle6tidos y luego unirlas nuevamente. La
ADN girasa es una enzima bacteriana dependiente de ATP, que cataliza la
fractura y sellado de las cadenas de ADN. La ADN girasa de Escherichia coli

consta de 4 subunidades, dos A (que catalizan las reacciones de fractura y
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sellado) y dos B con actividad de ATPasa. Las quinolonas se unen a la
subunidad A inhibiéndola y, por lo tanto, inhiben la sintesis de ADN de plasmidos
y cromosomas. La inhibicion de ADN cromosomico conduce a un efecto
bactericida. Por la inhibicibn de ADN de plasmidos la resistencia codificada en
estos no era esperable, pero ha sido observada. Se une a la subunidad B de la
girasa y la inhibe, de una manera diferente a las quinolonas: estas inhiben las
reacciones de fragmentacion y sellado de las cadenas. La Topoisomerasa IV es
la enzima encargada de separar las moléculas de ADN hijas que se producen
como resultado de la replicacion del ADN. Estd compuesta por 4 subunidades: 2
subunidades C y 2 subunidades E. Para la mayoria de las bacterias Gram
positivas, como el Staphylococcus aureus, la Topoisomerasa IV es el principal
sitio blanco de las quinolonas, mientras que en las bacterias Gram negativas,
como Escherichia coli, el ADN girasa es el principal sitio de accion. La accién del
ADN girasa en células eucariotas se lleva a cabo por la enzima Topoisomerasa |l
(las células eucariotas carecen de ADN girasa). Las quinolonas inhiben a la
Topoisomerasa Il a concentraciones mucho mayores que las necesarias para

inhibir al ADN girasa y a la topoisomerasa IV.%" 3

Inhibicién de Resistencia ligada a
sintesis de ADN » plasmidos no esperable pero
de plasmidos observada
Inhibicién de T
sintesis de ADN ¢—— Inhibiciondela |\ [y no1 ONAS
cromosémico ADN girasa

T N

Efecto Inhibicion de la Inhibicién de Ia

. sintesis Proteica sintesis de ARN
bactericida

Figura 1 Mecanismo de accion del ciprofloxacino *
Dada su potente actividad contra especies Gram negativas, la buena actividad
de algunas de las fluoroquinolonas contra Gram positivas, el desarrollo de
nuevos compuestos con actividad antianaerobios y su disponibilidad tanto por
via oral como parenteral, las quinolonas son en la actualidad ampliamente

utilizadas en la practica médica, situacién que ha hecho emerger un nimero
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importante de especies resistentes. La resistencia puede ocurrir por distintos
mecanismos: *

* Alteracién en el sitio blanco: mutaciones en las subunidades A y B del ADN
girasa, asi como en las subunidades E y C de la topoisomerasa IV.

» Exclusion del antibiético del sitio blanco: en ausencia de mecanismos de
destruccién, modificacion o secuestro del antibiético, la concentracion intracelular
del antibiético puede ser reducida disminuyendo la penetracion del antibiético
dentro de la célula o aumentando la salida de este fuera de la célula. Ambos
mecanismos estan involucrados en la resistencia a las quinolonas. La
disminucion de la entrada del antibiético a la célula ha sido observada en Gram
negativos, los que presentan mutaciones en las porinas de membranas. En las
bacterias Gram positivas, en cambio, se ha observado aumento del flujo hacia el
exterior: mutaciones en genes que codifican para determinadas proteinas de
transporte aumentarian la salida del antibiético de la bacteria a través del
estimulo de su sintesis 0 mutaciones en los genes represores de su expresion. *
2.12.3. Efecto bactericida:

Como mencionamos anteriormente el efecto bactericida de las quinolonas se
debe a la inhibicion de la sintesis de ADN cromos6mico. Este efecto requiere
una concentracion éptima de quinolonas, ya que se pierde con concentraciones
muy bajas o muy altas de la droga. Las concentraciones altas inhiben la sintesis
de ARN y en consecuencia, la de proteinas. Por un mecanismo desconocido, la
inhibicion de la sintesis proteica inhibe el efecto bactericida. Por este motivo se
produce una curva concentracion / respuesta en forma de campana: el efecto
bactericida aumenta hasta cierta concentracion y luego comienza a descender.
Es decir, las quinolonas son bactericidas a menores concentraciones (pero
superiores a la CIM) y bacteriostaticas a concentraciones mucho mayor. Esto se
observa claramente in vitro, pero su relevancia in vivo es desconocida. Las
quinolonas tienen un efecto post antibidtico (como los aminoglucésidos) que
parece ser relevante.? %

2.12.4. Espectro: ¥

Por ser las fluroquinolonas mas usadas se detalla a continuacion el espectro de
la ciprofloxacina

« Gram (-) Aerobias: o Enterobacterias: Escherichia coli, Klebsiella,
Enterobacter, Proteus mirabilis. o Neisseria gonorrhoeae o Pseudomona

aureaginosa o Serratia sp. o Shigella sp. o0 Salmonella sp.
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* Gram (+) Aerobias: o Staphylococcus aureus meticilino sensible o
Streptococcus pyogenes y enterococo: moderada susceptibilidad o Listeria
monocytogenes

* Micobacterias: o Mycobacterium tuberculosis

* Otros Microorganismos: o Chlamidia trachomatis o Micoplasma

* No es activa contra bacterias anaerobias.
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion de la investigacion.

El presente trabajo de investigacion se realizé en los laboratorios del Area de
Farmacia y Bioquimica, Facultad de Ciencias de la Salud y en los laboratorios
del Area de Microbiologia, Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga, entre los meses de abril a setiembre
2016.

3.2. Tipo de investigacion.

La tipologia de la investigacion corresponde a un estudio basico experimental.
3.3. Poblacién y muestra.

3.3.1. Poblacioén.

Palta jass (Persea americana Mill.) de la provincia de Huanta, departamento de
Ayacucho.

3.3.2. Muestra

3 kg de Palta jass (Persea americana Mill.), recolectado en el Mercado de
Luricocha en el mes de abril del 2016, en la provincia de Huanta, departamento
de Ayacucho.

3.4. Procedimiento metodolégico

3.4.1. Recoleccién de la muestra

Seguir los procedimientos establecidos por Villar del Fresno.™ Se seleccioné las
frutas intactas; se lavaron con abundante agua y se realizé una incision del fruto
separando las semillas y puestas a secar a la sombra, en una habitacion
ventilada, sobre papel Kraft, aproximadamente por una semana, una muestra
herborizada de la planta se envi6é al Herbarium Huamangensis de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga para su clasificacion taxonémica.

3.4.2. Obtencién del extracto hidroalcohélico.*

2 kg de semillas desecadas fueron molidas en un mortero. Se extrajo por
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maceracion durante diez dias con etanol de 96°. Luego se filtr6 y la solucion
hidroalcohdlica se concentro6 a presion y temperatura reducidas en un Rotavapor,
finalmente hasta sequedad en una estufa a una temperatura no mayor de 50°C.
3.4.3. Extraccién de compuestos fenélicos.*

Para obtener los compuestos fendlicos se suspendi6 en agua destilada el
extracto etandlico seco. Se realizo el desengrasado con éter de petréleo hasta
obtener una fraccién desengrasada y luego se realizé una extraccion liquido
liguido con acetato de etilo, hasta obtener la fraccion de acetato de etilo.

3.4.4. Evaluacion de los parametros fisicoquimicos del extracto.*

Una vez obtenido el extracto, se evalu6é los parametros fisicoquimicos que
determind la calidad de los mismos, que a continuacion sefialamos:

a) Identificacion de compuestos quimicos.*

La identificacion de los diferentes compuestos quimicos (metabolitos
secundarios) del extracto etanolico aislado de la semilla de Persea americana
“palta jass”, se realizd siguiendo los procedimientos de Miranda y Cuéllar
(2000).%°

b) Determinacion de las caracteristicas organolépticas.*

Color: Se utiliz6 cantidad suficiente de muestra en una luna de reloj, se coloco 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.

Aspecto: Se tomo cantidad suficiente de muestra y se colocé en una luna de
reloj, se observé y se determind el aspecto de la muestra.

c) Determinacién de la solubilidad.*

Solubilidad en agua: En un tubo de ensayo se tomdé un mililitro de agua
destilada, luego se afiadi6 0,5 g de muestra, agitandose fuertemente, y se
observé que si es soluble en agua

Solubilidad en alcohol: En un tubo de ensayo se colocé un mililitro de alcohol
etilico de 70 °C, luego se afiadié 0,5 g de muestra, agitandose fuertemente y se
observo

d) Determinacion de pH.*

Para determinar el pH de la muestra se utilizé tiras reactivas de pH, colocandose
una determinada cantidad de muestra en un vaso de precipitado, el cual
previamente es diluido para introducir la tira reactiva, se dejo reposar por unos
minutos al cabo del cual se retir6 el papel y se compardé con el estandar de
referencia para determinar su acidez o basicidad.
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e) Determinacion del contenido de humedad. *°

Se pes6 dos gramos del extracto de la muestra de ensayo con desviacion
permisible de 0,5 mg y se llevé a una capsula de porcelana previamente tarada y
desecada a 105 °C hasta masa constante, seguidamente se llevd a desecar la
muestra a 105 °C durante 3 horas. Después de un tiempo se retird la cipsula, se
dej6 enfriar a temperatura ambiente y se peso, colocandose nuevamente en la

estufa durante 1 hora, volviéndose a pesar, hasta obtener una masa constante.*

Célculo:

M2 - M1

g = M2 M x 100

Donde:
Hg = Pérdida en peso por desecacion (%)
M = Masa de la cdpsula vacia (g)
M, = Masa de la cdpsula con la muestra de ensayo desecada (g)
M, = Masa de la cdpsula con la muestra de ensayos (g)
100 = Factor matematico.

f) Determinacion de cenizas. *°

Se procedi6 de acuerdo al método descrito por Miranda.*

Se emple6 2,5 g de droga triturada, exactamente pesada, en un crisol de
porcelana previamente calibrado. Se calibré6 suavemente la porcion de ensayo
aumentando la temperatura hasta que se carbonizO en una cocina y
posteriormente se inciner6 en un horno mufla a una temperatura de 750° C
durante dos horas y media. Se enfrié en una desecadora y se peso, repitiéndose
el proceso hasta que en dos pesadas sucesivas no defiri6 en mas de 0,5 mg.
Para obtener la masa constante los intervalos entre calentamiento y pesado

fueron de 30 min. Al enfriar el residuo fue de color blanco o casi blanco

Calculo:
M2 - M1

Y T 100
Doénde:
C = Porcentaje de cenizas totales (%)
M = Masa del crisol vacio (g)
M, = Masa del crisol con la muestra de ensayo (g)
M, = Masa del crisol con la ceniza (g)
100 = Factor matematico.
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5.6. Tamizaje fitoquimico

Luego de obtenido la fraccion de acetato de etilo se procedié a la identificacion

cualitativa de los componentes presente en la semilla de la Persea americana

Mill a través de reacciones de coloracion o precipitacion.

a. Prueba de identificacion de flavonoides.- La reaccion de Shinoda se

realiz6 tomando unas gotas de muestra, se le agregd acido clorhidrico

concentrado y trocitos de magnesio metalico. La presencia de una coloraciéon
naranja - rojiza es positiva.

b. Prueba de identificacion de taninos y fenoles (Reaccion con cloruro

férrico).- A un mililitro de extracto, se le adicioné gotas del reactivo de cloruro

férrico al 1%, visualizandose coloraciones azul verdosa, verde, para la prueba
positiva.

c. Cromatografia en capa fina. (CCF)*

Se realizé la cromatografia en capa fina con TLC silicagel 60F 20 x 20 cm y

cromatografia a escala preparativa con cromatofolios de un milimetro de

espesor.

e La fraccidon 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)

e Se utiliz6 como sistema de solventes (acido acético, acido férmico, acetato de
etilo) en la proporcion de 4:1:5

e Se colocé la placa de CCF en la camara teniendo cuidado que el solvente no
sobrepase a la muestra aplicada y dejandose que el liquido ascienda por
capilaridad.

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

e Se dej6 secar la placa de CCF al aire libre y se observo en la lampara UV.

e Se reveld con cloruro férrico al 1%.

e Se observo la presencia de manchas.

e Cada banda serd separada y reconstituida para su lectura
espectrofotométrica UV-VIS

3.4.5. Preparacion del medio de cultivo *

e Se pesoO la cantidad de medio (si el preparado contiene agar debemos
afadirlo a una concentracion de 15 g/L) y se rehidrato con agua destilada en

un matraz.
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e Se autoclavoé.

e Se sacoO de la autoclave y se intodujé en un bafio a 40°C al menos durante 30
minutos.

e Se distribuy6 el medio en las placas de Petri que estan estériles dentro de
una campana de flujo laminar o en las proximidades del mechero, flameando
bien la boca del matraz para evitar las contaminaciones.

¢ Se dejé en el medio hasta que se solidifique.

o Se llevo al refrigerador por 24 horas.

3.4.6. Activacion de las bacterias.*

Para activar las cepas de Escherichia coli ATCC 35218, se procedi6é a inocular

en tubos de ensayo con 5 mL de caldo nutritivo, incubar a una temperatura de

37°C por 18 horas.

3.4.7. Preparacion del inoculo.*

Con la cepa reactivada se procedié por separado a seleccionar 5 colonias en 5

mL de caldo nutritivo, se incub6 a 37 °C hasta que la turbidez sea visible (5

horas fase logaritmica). Y se ajustoé la turbidez visualmente al estandar 0,5 de la

escala McFarland.

3.4.8. Determinacion del halo de inhibicion.*

e Se colocd a cada una de las placas de Petri 20 mL de agar Mueller Hinton
previamente esterilizado y se dejo solidificar el medio.

e Con un hisopo estéril se sumergié en la suspension y se elimind el exceso
presionandolo sobre la pared interna del tubo.

e Se inocul6 la superficie de la placa de agar de Mueller Hinton con el hisopo
pasandolo uniformemente por toda la superficie por tres direcciones. Por
ultimo, se pasé el hisopo por el perimetro externo del agar. Se dejo reposar
por 5 minutos.

e Se coloco los discos impregnado con extracto 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 30pg). se dejé las placas 15 minutos a temperatura ambiente.

e Se incubd la placa en posicion invertida a 37°C durante 24 horas

e Se midi6 los diametros de la zona de inhibiciébn con una regla utilizando luz
refleja sobre fondo negro. Ocho repeticiones por grupo

Interpretacion: la formacion del halo de inhibicion significa sensibilidad (S) y la

no formacion resistencia (R)
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3.4.9. Determinacion del porcentaje de inhibicion.*

Para el célculo del porcentaje de inhibicidn se us6 la siguiente formula:

Diametro del halo de inhibicion de la muestra

Porcentaje de inhibicion = Diametro del halo de inhibicion del control x 100

3.4.10. Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI). **

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

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

a. Procedimiento:

Para hallar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se preparé 15 tubos

previamente esterilizados y rotulados del nimero 1 al 15:

* A partir del tubo N° 1 hasta el tubo N° 15, se agreg6 1 mL de caldo nutritivo.

» Posteriormente se agreg6é 1mL de las concentraciones del extracto 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 no
recibi6 el extracto, siendo éste el control.

* Luego se agregé 1 mL del in6culo de Escherichia coli ATCC 35218 a todos
los tubos y se llevo a incubar a 37°C por 24 horas.

b. Lectura: Se observé el crecimiento de la bacteria mediante la aparicién de

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

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

comparoé el tubo con el control de crecimiento.

c. La Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) es la menor concentracién de

antibidtico capaz de inhibir el crecimiento, anotandose la concentracién de dicho

tubo.

3.4.11. Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB). #?

Se define como la concentracion mas baja de antibacteriano que produce la

muerte del 99,9% del microorganismo probado y solo permite la supervivencia

del 0,1% de dicho microorganismo en cultivo.

a. Procedimiento:

Para la determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB), se

procedi6 a partir de la CMI, realizandose de la siguiente manera:

e 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 Mueller

Hinton
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¢ Posteriormente se incub6 a 37°C por 24 horas.
b. lectura: Se determinard la CMB verificando si hubo o no crecimiento de
bacteria en las placas sembradas.
3.5. Disefio deinvestigacién.®
El disefio de investigacion es experimental de tipo experimento puro disefio con
post prueba Unicamente y grupo control.
Donde:
G, X 0,
Gy — Oy
G, : Grupo experimental (extracto)
Gp : Grupo blanco
O : Crecimiento bacteriano (halos de inhibicion)
Complementariamente se realizara la comparacibn con un grupo control
(cloranfenicol)
G, c 0,
G, : Grupo control (cloranfenicol)

Tabla 7. Herramienta de recoleccion de datos de la investigacion

Grupo Grupo control  Grupo experimental
Grupos Blanco (ciprofloxacino) Concentraciones
05% 1% 3% 5% 10%

| - VI X

repeticiones X

Crecimiento X

bacteriano X

(halos de X
inhibiciéon) X

3.6. Anélisis de Datos

Los datos obtenidos fueron expresados en formas de medias y la desviacion
estandar representadas en forma de cuadros e histogramas para determinar la
significancia estadistica. Los datos fueron sometidos al analisis de varianza
ANOVA y comparaciones mdltiples de las diferentes concentraciones del
extracto para la inhibicion con la prueba de Tukey con un nivel de significancia

de 0,05 empleando el paquete estadistico SPSS version 21
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IV. RESULTADOS

27



Tabla 8. Metabolitos secundarios presentes en el extracto etanolico de la
semilla de Persea americana Mill “palta jass”, Ayacucho 2016.

METABOLITOS ENSAYOS RESULTADOS OBSERVACIONES

SECUNDARIOS

Flavonoides Shinoda +++ Coloracion naranja — rojiza

Triterpenos y Lieberman- + Formacién de dos fases
la

Esteroides Burchard superior de color claro y
la inferior color rosado

Fenoles y Cloruro +++ Coloracion azul — verdosa
oscuro

Taninos férrico

Saponinas Espuma + Formacién de espuma

Leyenda (-): Negativo (+): Escasa (++): Buena (+++): Excelente
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Tabla 9. Ensayos quimicos de los compuestos fendlicos aislados de la semilla
de Persea americana Mill “palta jass”, Ayacucho 2016.

Ensayo Metabolitos Resultados Caracteristicas
secundarios
Cloruro férrico 5% Fenoles y +++ Azul verdosa
taninos oscuro
Shinoda Flavonoides ++ Naranja rojizo
Leyenda: (+) Escaso (++) Regular (+++) Abundante
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Tabla 10. Parametros fisicoquimicos de la fraccion de acetato de etilo aislado
de la semilla de Persea americana Mill “palta jass”, Ayacucho 2016.

PARAMETROS ENSAYOS RESULTADOS
Color Naranja rojizo
Olor Sui géneris
Organoléptico
Sabor Amargo
Aspecto Liquido homogéneo
Agua Soluble
Solubilidad Etanol Soluble
Humedad Perdida por desecacion 10,6%
Cenizas Cenizas totales 39%
pH Determinacion de 5
acides.
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Tabla 11. Absorbancia de los espectros ultravioleta visible (UV-vis) de los
compuestos fendlicos aislados de las semillas de Persea americana Mill “palta
jass”, Ayacucho 2016.

Maxima Limite: 0,01 A

Muestra 1: Azul

1 210 nm 2,116 A 2 213nm 2,087 A 3 284 nm 0,614 A
4 305 nm 0,571 A

Muestra 2: Verde

1 207 nm 1,478 A 2 284 nm 0,380 A

Leyenda:
e 274 nm - 311 nm: presencia de cumarinas

. 300 nm — 330 nm: presencia de isoflavonas
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Tabla 12. Promedio de halos de inhibicion (mm) de la fraccion de acetato de etilo
aislado de la semilla de Persea americana Mill “palta jass” frente a cepas de
Escherichia coli ATCC 35218, Ayacucho 2016

Concentracion FAE Promedio de inhibicién
% Escherichia coli ATCC 35218
1 0,80
25 0,85
5 0,81
10 0,94
15 0,86
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Tabla 13. Porcentaje de halos de inhibicion (mm) de la fraccién de acetato de
etilo aislado de la semilla de Persea americana Mill “palta jass” en cepas de
Escherichia coli ATCC 35218, frente al estandar ciprofloxacino 30 pg, Ayacucho
2016.

Concentracion FAE Porcentaje de inhibicion
% Escherichia coli ATCC 35218
1,0 69,6%
25 73,9%
5 70,7%
10 81,5%
15 75,0%
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Tabla 14. Concentracién Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida
de la fraccion de acetato de etilo aislado de la semilla de Persea americana Mill
“palta jass” frente a la cepa de Escherichia coli ATCC 35218, Ayacucho 2016

Numero de tubos FAE 10% Inhibicién y muerte de
C mg/mL bacterias de
Escherichia coli ATCC 35218

1 2,500 -

2 1,250 * CMB
3 0,625 *CMI
4 0,313 +

5 0,156 +

6 0,078 +

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 (+) CMI (*) CMB (**)
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ANOVA: p < 0,05
Grafico 1. Variacion de los halos de inhibicion por efecto de las diferentes

concentraciones de la fraccion de acetato de etilo aislado de la semilla de
Persea americana Mill “palta jass”, Ayacucho, 2016.
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Gréfico 2. Porcentaje de inhibicion de la fraccion de acetato de etilo aislado de la
semilla de Persea americana Mill “palta jass” frente a Escherichia coli ATCC
35218 en comparacion con el ciprofloxacino, Ayacucho 2016.
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V. DISCUSION

El presente estudio se llevd a cabo sobre cepas de Escherichia coli ATCC
35218, con el objetivo de comprobar la actividad antibacteriana del extracto
fendlico aislado de las semillas de Persea americana Mill “palta jass” sobre este
microorganismo, principal inductor de la afeccién gastrointestinal e infecciones.
La actividad antibacteriana sobre este microorganismo esta representada por la
presencia de los halos de inhibicién. Mientras mayor sean los halos de inhibicién
mejor sera la actividad antibacteriana, razén a ello es que se procedié a realizar
su estudio.

Para la extraccion de los compuestos fendlicos aislados de las semillas de
Persea americana Mill “palta jass” las semillas fueron sometidas a un proceso de
extraccion hidroalcohdlica, desengrasado con éter de petrdleo y extraccion de
los flavonoides y otros con acetato de etilo; como nos muestra Villar del Fresno
como un método de extraccion. La tabla 8 y 9, muestra los resultados de la
identificacion de los diferentes metabolitos secundarios presentes tanto en la
fraccion de acetato de etilo y extracto etanolico de la semilla de Persea
americana Mill “palta jass”.

Del tamizaje fitoquimico de la fraccion de acetato de etilo y etanolico de las
semillas de Persea americana Mill “palta jass”, se puede apreciar presencia de
taninos, flavonoides, saponinas, fenoles y triterpenos. Resultados similares
fueron reportados por Chéavez® que determind el contenido de fenoles en los
extractos metanolicos, acetonicos y polifendlicos de cascara y semilla de
aguacate segun la prueba de Folin Ciocalteu y cuyos resultados determinaron
mayor presencia en el extracto polifendlico de semilla a diferencia de los dos
extractos, los mismos resultados se observaron en el contenido de flavonoides.
Rengifo47 identifico triterpenos, quinonas, aminoacidos, flavonoides, compuestos
fendlicos y trazas de lactonas; en aceite de la semilla de palta Persea americana

Mill. Var. Hass fuerte. Escobar et al,® identifico taninos y flavonoides presentes
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en el extracto etandlico de la semilla de Persea americana y extracto etandlico
de las hojas de la buganvilla. Najarro V,° identificd taninos, flavonoides,
alcaloides, triterpenos y esteroides en extracto etanolico de las semillas de
Persea americana Mill. y le responsabiliza la actividad antibacteriana a los

|, identificaron en la semilla de Persea americana el cual

flavonoides. llozue et a
se extrajo con cuatro disolventes diferentes (acetato de etilo, metanol, éter de
petroleo y cloroformo), se sometid6 a un screening fitoquimico preliminar que
revel6 la presencia de esteroides, alcaloides, saponinas, taninos, flavonoides y
glucosidos cardiacos. Owusu et al,** determinaron que el extracto metandlico de
las hojas de Persea americana Mill muestra las actividades antimicrobianas mas
potentes con las mayores zonas de inhibicién (0 - 1,8 mm) en el ensayo de
difusién en agar y con la mas baja Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) en el
ensayo de dilucion en caldo contra un panel de microorganismos que incluye
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella typhi, Streptococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans. Estos datos asemejados al
obtuvido apoyan el uso etnomedicinal de las hojas de Persea americana para el
tratamiento de las infecciones y de otros sintomas cuya etiologia puede estar
relacionado con el estrés oxidativo.

Como se observa en la tabla 8, 9 y en el anexo 2, 3, hay presencia de taninos,
flavonoides, saponinas, fenoles y triterpenos pero no la que se esperaba, en el
corrido cromatografico como se observa, se logr6 determinar segun la
fluorescencia y longitud de onda la presencia de flavonoides y taninos en anexo
16 y tabla 11; esto podria atribuirse al tipo de disolvente utilizado para la
extraccion ya que la polaridad del disolvente juega un papel clave en la mayor
concentracion de compuestos fendlicos, por lo general los disolventes menos
polares se consideran adecuados para la extraccion de fenoles lip6filos y que el
etanol era el disolvente menos efectiva de acuerdo a nuestros resultados.

En la tabla 10 el extracto presenta 10,6% de humedad; 3,9% de cenizas. El
extracto es de color naranja rojizo, de olor sui géneris, sabor amargo y de
aspecto homogéneo, soluble en agua y tiene un pH de 5. Resultados similares
fueron determinados por Ceballos y Montoya, pero en muestra de consumo
himedo dando como resultado un porcentaje de Humedad de 65,39; porcentaje
de cenizas de 3,19% en especie Booth;** mientras gue Bressani determind en
muestra seca de semilla de palta jass un porcentaje de Humedad 7,66;

porcentaje de cenizas de 3,85; casi semejante a los resultados obtenidos en el
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ensayo en muestra seca de semilla de Persea americana Mill. “palta jass”; *

segin Miranda y Cuellar® el porcentaje de humedad limite debe ser de 8 -14%,
asi como también estan determinadas en las farmacopeas, para evitar el
crecimiento microbiano; con respecto al limite de porcentaje de cenizas también
hace referencia un valor limite < 5%.

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 de la fraccion de acetato de etilo aislado de la semilla de Persea
americana Mill. “palta jass”. Asi la tabla 12 y tabla 13 muestra la actividad
antibacteriana de la fraccion de acetato de etilo aislado de la semilla de Persea
americana Mill. “palta jass” frente a cepas de Escherichia coli ATCC 35218;
Chavez® en su estudio realizado sobre evaluacion antioxidante y antimicrobiana
en extractos de residuos de aguacate, realiz6 extracciones metanodlicas y
acetonicas de cascara y semilla de aguacate contra Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, staphylococcus aureus, reportd que el extracto metandlico y
acetonico de semilla mostr6 mayor capacidad antimicrobiana en los tres tipos de
bacterias a diferencia de la cascara, dicha actividad se debe a su alto contenido
de fenoles y flavonoides. Asi mismo Escobar y colaboradores,® determinaron la
actividad antibacteriana mediante la prueba de sensibilidad por la técnica de
difusién en doble capa; la prueba de la actividad antidiarreica fue evaluada a
través de pruebas por induccion bacteriana que producen diarrea en ratas de la
cepa Winstar. En los resultados se muestran que el extracto etandlico de las
hojas de buganvilla presenta actividad antibacteriana y antidiarreica a una
concentracion de 0,763 g/Kg peso, contra Escherichia coli y el extracto de la
semilla de palto a una concentracién de 0,688 g/kg peso, contra Escherichia coli,
Shigella dysenteriae y Salmonella typhimurium. Asi también determinaron a los
compuestos responsables de la actividad antibacteriana y antidiarreica; son
principalmente taninos y flavonoides, presentes tanto en hojas de buganvilla y

I*° determinaron la actividad antimicrobiana del

semilla de palto. llozue et a
extracto con cuatro disolventes diferente de semillas contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Salmonella typhi se llevo a cabo utilizando las técnicas

de difusiéon en disco. El extracto de acetato de etilo demostré una actividad
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pronunciada contra los organismos de prueba. La actividad del extracto
metanolico frente a Staphylococcus aureus fue alto, mientras que de éter de
petréleo era minima contra Escherichia coli .Sin embargo, Salmonella typhi vy
Escherichia coli fueron resistentes a los extractos de cloroformo y metanol. La
actividad de los extractos etilactato, cloroformo y metanol se compara
favorablemente con la eritromicina antibi6tico utilizados como estandar.

Las actividades antimicrobianas que se muestran por los diversos extractos se
podrian atribuir a la presencia de metabolitos secundarios como taninos y
flavonoides. La variabilidad de la actividad antimicrobiana de los extractos de
palta podria ser debido a la naturaleza de las sustancias antimicrobianas
presentes en los extractos y de su mecanismo de accién sobre el
microorganismo ensayado. La actividad antimicrobiana de los compuestos
fendlicos, taninos, terpenos y flavonoides estdn documentados en la literatura
cientifica.

El mecanismo responsable del efecto antibacteriano de los fenoles puede estar
relacionado con procesos de inhibicién 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. La 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.™®

Los espectros de la actividad antimicrobiana exhibida por el extracto se podrian
atribuir a la presencia de estos fitoconstituyentes lo que podria significar que
Persea americana Mill “palta jass” representa una fuente potencial de agentes
terapéuticos. Es de esperar que el estdndar de ciprofloxacino, por ser un
farmaco de sintesis con un espectro de accién definido, muestre los resultados
de inhibicion esperado, es por ello que la eficacia antimicrobiana es superior a
las concentraciones del extracto fendlico aislado de Persea americana Mill “palta
jass”. ®

En la tabla 13 y grafico 1 se puede observar el porcentaje de halos de inhibicion
y la variacion de inhibicion de las diferentes concentraciones frente a la cepa en
estudio, por lo que se puede decir que todas las concentraciones en estudio

muestran cierta actividad inhibitoria sobre la cepa empleada. En general las
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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. En efecto se puede apreciar en el grafico 2 que la fraccion de
acetato de etilo aislado de la semilla muestra un porcentaje de inhibicion de
67,17% frente a cepa de Escherichia coli a una concentracion de 10%. Como se
puede apreciar la fraccion de acetato de etilo aislado de la semilla muestra
mayor porcentaje de inhibicion ya que es el érgano 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 la semilla de Persea americana Mill “palta jass”. A pesar
de la fuerte resistencia intrinseca de estos microorganismos a la mayoria de
agentes antimicrobianos, es importante la inhibicibn lograda con Persea
americana Mill “palta jass” *°. Dado que la CMI 0,625 mg/mL y CMB 1,250
mg/mL como se observa en la tabla 14 sea baja para la fracciébn de acetato de
etilo aislado de la semilla, esto indica de que los fitoconstituyentes de las
semillas de Persea americana Mill tiene un alto potencial terapéutico que incluso
trabajos cientificos preliminares como reporta Najarro en el extracto etanolico de
la semilla inhibi6 el crecimiento de Escherichia coli; de igual manera Gémez et al,
en los extractos etanolicos y cloroférmico de la semillas inhibi6 el crecimiento de
Mycobacterium tuberculosis, mostraron valores de CMI < 50 g/mL
respectivamente en sus resultados.*

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 mdltiples formas de
actuacion de estos metabolitos sobre los microorganismos que conducen a la

muerte de la bacterias
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VI. CONCLUSIONES

La fraccion de acetato de etilo aislado de la semilla de Persea americana
Mill “palta jass” tiene actividad antibacteriana a una concentracién del 10%
frente a la cepa de Escherichia coli ATCC 35218.

Los metabolitos secundarios identificados en la fraccion de acetato de etilo
aislado de la semilla de Persea americana Mill “palta jass” fueron:
flavonoides, saponinas, fenoles, taninos y triterpenos.

Los parametros fisicoquimicos de la fraccion de acetato de etilo aislado de la
semilla de Persea americana Mill “palta jass” fueron: 10,9% de humedad,;
3,9% de ceniza. El extracto fue de color naranja rojizo, de olor sui géneris,
de sabor amargo, aspecto homogéneo, soluble con el agua y tenia un pH 5.
La CMI y CMB de la fraccion de acetato de etilo aislado de la semilla de
Persea americana Mill “palta jass” fue de 0,625 mg/mL y 1,250 mg/mL.
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VIl. RECOMENDACIONES

Para un mejor estudio y visualizacion de placas inhibidas por el extracto o
aceite en prueba, se recomienda la utilizacibn de una camara o cabina
oscura con luz alégena semejante a la cAmara de espectro UV- vis, la cual
ayude a identificar mejor el tamafio de halo.

Realizar estudios de la fraccion de acetato de etilo aislado de la semilla de
Persea americana Mill “palta jass” frente a otros microorganismos Gram
positivos y Gram negativos.

El alto porcentaje de residuos son principalmente desechados y no tienen
una aplicabilidad a nivel nacional; sin embargo estos podrian contener
compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes y antimicrobianas.
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Ane’>’<o 1. Certificado de identificacion sistematica de Persea americana Mill “palta
jass”.

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

LR R R CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioguimica Srta. Lia, ROMANI SANCHEZ, ha
solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha éido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de CRONQUIST. A. (1988), y es como sigue:

I DIVISION. . MAGNOLIOPHYTA

; CLASE : MAGNOLIOPSIDA

: SUB CLASE MAGNOLIIDAE
ORDEN 3 LAURALES
FAMILIA ; LAURACEAE
GENERO : Persea

? ESPECIE : Persea americana Mill.

VARIEDAD . jass
Nombre vulgar. “palto” “aguacate”

¢
) | ?

>Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada

para los finés que estime conveniente.

i 3 \ wetd

Ayacucho, 8 de Abril del 2016
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Anexo 2. Certificado de identificacién sistematica de Escherichia coli ATCC
35218

FCRN UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA
\L FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
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. Lia ROMANI SANCHEZ, 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 la semilia de
Persea americana Mill “palta jass" frente a Escherichia coli ATCC 35218,
Ayacucho 2016",

Se expide la presente certificacion a solicitud de la interesada para los fines

que creas por conveniente.
Ayacucho, 01 de noviembre de 2016
” /,

g-/"/’? ornd)
Mg. Vi Cérdena? Lopez

Jefe del (aboratorio de Bacteriologia
Area Académica de Microbiologla
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Anexo 3. Reconocimiento de metabolitos secundarios en el extracto etanolico de
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Anexo 4. Reconocimiento de metabolitos secundarios en la fraccién de acetato
de etilo aislado de la semilla de Persea americana Mill, “palta jass”
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Anexo 5. Inhibicién de cepas de Escherichia coli ATCC 35218 por la fraccion de
acetato de etilo aislado de la semilla de Persea americana Mill, “palta jass”
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Anexo 6. Flujograma de extraccion de los compuestos fendlicos de las semillas
de Persea americana Mill. “palta jass”

2 kg de semilla secas de Persea
americana Mill. “palta jass”

Maceracion por 7
dias en etanol al 96%

Extracto etanolico

Suspension  en  agua
destilada y desengrasado
con éter de petroleo

Fraccion etérea Fraccion desengrasada

Extraccion con
acetato de etilo

Fraccion de acetato de etilo »
COMPUESTOS FENOLICOS Fraccion acuosa

|
l l

e Pruebas cualitativas

. Erpebas _ ACTIVIDAD
fisicoquimicas ANTIBACTERIANA

e Aislamiento de
compuestos
fendlicos
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Anexo 7. Datos descriptivos de los halos de inhibicion de la fraccion de acetato
de etilo aislados de la semilla de Persea americana Mill “palta jass” frente a
Escherichia coli ATCC 35218, Ayacucho 2016.

(1) ) Diferencia Error Sig. 95% de intervalo
Trata- Trata- de estandar de confianza
miento miento medias (I- Limite Limite
J) inferior  superior
FAE1%  FAE2.5% -,05000 09959 996  -,3473 2473
FAE 5% -,01250 ,09959 1,000  -,3098 2848
FAE 10% -,13750 09959 738  -,4348 1598
FAE 15% -,06250 09959 988  -3598 2348
Ciprofloxacino -,35000° ,09959 ,013 -,6473 -,0527
30 ug
FAE FAE 1% 05000 ,09959 ,996 -,2473 3473
2,5% FAE 5%
0 ,03750 ,09959 999  -,2598 ;3348
FAE 10% -,08750 09959 950  -,3848 2098
FAE 15% -,01250 ,09959 1,000  -,3098 2848
Ciprofloxacino -,30000° ,09959 ,047 -,5973 -,0027
30 ug
FAE5%  FAE 1% ,01250 09959 1,000  -,2848 3098
FAE 2.5% -,03750 09959 999  -,3348 2598
FAE 10% -,12500 09959 807  -,4223 1723
FAE 15% -,05000 09959 996  -,3473 2473
Ciprofloxacino _33750° 09959 018  -6348  -,0402
30 ug
595 FAE 1% ,13750 ,09959 ,738 -,1598 ,4348
0
FAE 2.5% 08750 09959  ,950  -,2098 3848
FAE 5% ,12500 09959 807  -,1723 4223
FAE 15% ,07500 09959 974  -2223 3723
Ciprofloxacino -,21250 09959 290  -,5098 ,0848
30 ug
EQ(E FAE 1% ,06250 ,09959 ,988  -,2348 ,3598
0
FAE 2.5% ,01250 09959 1,000  -,2848 ;3098
FAE 5% ,05000 09959 996  -,2473 3473
FAE 10% -,07500 09959 974  -,3723 2223
Ciprofloxacino -,28750 ,09959 ,063 -,5848 ,0098
30 ug
Cipro FAE 1% 35000° 09959  ,013 0527 6473
floxa FAE 2.5% "
cino 5% ,30000 ,09959 ,047 ,0027 5973
30 ug FAE 5% 33750° 09959 018 0402 6348
FAE 10% 21250 09959 290  -,0848 5098
FAE 15% 28750 09959 063  -,0098 5848

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Anexo 8. Resultados del analisis de varianza de los halos de inhibicién de la
fraccion de acetato de etilo aislados de la semilla de Persea americana Mill “palta
jass” frente a Escherichia coli ATCC 35218, Ayacucho 2016.

Sumade gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Entre grupos ,684 5 , 137 3,446 ,011
Dentro de
1,666 42 ,040
grupos
Total 2,350 47
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Anexo 9. Resultado de las comparaciones multiples de Tukey de los halos de
inhibicién de la fraccién de acetato de etilo (FAE) aislado de la semillas de
Persea americana Mill “palta jass” frente a Escherichia coli, Ayacucho 2016.

TRATAMIENTOS N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2
1% 8 ,8000
5% 8 ,8125
2,5% 8 ,8500
15% 8 ,8625 ,8625
10% 8 ,9375 ,9375
Ciprofloxacino 30 ug 8 1,1500
Sig. ,738 ,063

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamarfio muestral de la media arménica = 8,000.
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Anexo 10. Molienda de las semillas seleccionadas del fruto de Persea americana
Mill “palta jass” en un Molino casero
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Anexo 11. Proceso de aislamiento de compuestos fendlicos de la semilla de
Persea americana Mill “palta jass”, Ayacucho 2016.

62



Anexo 12. Compuestos fendlicos aislados por cromatografia en capa fina por
espectrofotometria ultravioleta, del extracto de la semilla de Persea americana
Mill “palta jass”, Ayacucho 2016.
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Anexo 13. Proceso de replicacién, inoculacion de las bacterias de Escherichia
coli ATCC 35218, Ayacucho 2016

LOOI-19SI
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Anexo 14. Preparacion del medio de cultivo e incubacion de Escherichia coli
ATCC 35218 e inhibicidn por la fraccion de acetato de etilo aislado de la semilla
de Persea americana Mill. “palta jass”, Ayacucho 2016.
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Anexo 15. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria al 10% y 15%
de la fraccion de acetato de etilo aislado de la semilla de Persea americana Mill
“palta jass”, Ayacucho 2016.
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Anexo 16. Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida al 10% y 15%
de la fraccion de acetato de etilo aislado de la semilla de Persea americana Mill
“palta jass”, Ayacucho 2016.
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Anexo 17. Curvas cromatografias de la fraccion de acetato de etilo aislados de la

semilla de Persea americana Mill “palta jass” en espectro Uv- vis, Ayacucho
2016.

Spectrum: M2 .dsp
Description: FLUORESCENCIA VERDE
Operator: user/FARMACOGNOSIA
Created: 26/07/2016 05:33:08 p.m.
Spectrophotometer: GENESYS 6
Serial number: 2M6H070001
Firmware: 1.200
A
3
2
1
1
2
0
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
nm
M1i.dsp FLUORESCENCIA AZUL
M2.dsp FLUORESCENCIA VERDE
Ml.dsp FLUORESCENCIA AZUL
Maxima Threshold: 0.01 A
1 210 nm; 2.116 A 2 213 nm; 2.087 A 3 284 nm; 0.614 A
4 305 nm; 0.571 A
M2.dsp FLUORESCENCIA VERDE
Maxima Threshold: 0.01 A
1 207 nm; 1.478 A 2 284 nm; 0.380 A
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Anexo 18.

MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO: Actividad antibacteriana de compuestos fenélicos aislados de la semilla de Persea americana Mill. “palta jass” frente a Escherichia coli. ATCC 35218, Ayacucho 2016.
PERSONAL INVESTIGADOR: ROMANI SANCHEZ, Lia

TITULO PROBLEMA OBJETIVO MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES E METODOLOGIA
INDICADORES
Actividad ¢Los compuestos  OBJETIVO GENERAL La familia Lauraceae posee una Los compuestos Variable independiente: Tipo de Estudio:
antibacteriana de fendlicos aislados de  Evaluar la actividad  variedad apreciable de especies, fendlicos aislados Compuestos fendlicos Bésico experimental
compuestos la semilla de Persea antibacteriana de los de las cuales en su mayoria son de la semilla de Indicadores: Poblacién:
fendlicos aislados de  americana Mill  compuestos fendlicos aislados utilizadas en la medicina  Persea americana  Concentraciones  del Todas las paltas jass que se
la semilla de Persea tendran actividad de la semilla de Persea tradicional. Mill. presentan  compuesto fendlico expendan en los mercados de la
americana Mill.  antibacteriana frente americana  Mill. frente a La gran mayoria de estudios actividad aislado de la semilla de ciudad de Huanta
‘palta jass” frente a a Escherichia coli Escherichia coli ATCC 35218 biolégicos encontrados de acuerdo  antibacteriana la Persea americana
Escherichia coli. ATCC 352187 mediante la prueba de a los parametros de busqueda, se frente a Mil, 1%; 2,5%; 5%; Muestra:
ATCC 35218, sensibilidad antimicrobiana. estan haciendo sobre la especie P.  Escherichia coli  10%; 15% Compuesto fendlico aislado de las
Ayacucho 2016. OBJETIVOS ESPECIFICOS americana . El aguacate, fruto de  ATCC 35218 Variable Dependiente semillas de Persea americana Mill.

Determinar los  metabolitos
secundarios presentes en la
fraccion de acetato de etilo
aislado de la semilla de Persea
americana Mill.

Identificar  los  pardmetros
fisicoquimicos de la fraccion de
acetato de etilo aislado de la
semilla de Persea americana
Mill.

Determinar la Concentracion
Minima Inhibitoria CMI vy
Concentracion Minima

Bactericida CMB de la fraccion
de acetato de etilo aislado de la
semilla de Persea americana
Mill. frente a Escherichia coli.
ATCC 35218

esta especie, presenta alrededor
de 500 variedades las cuales
difieren en la forma y color del
fruto.

Algunos estudios de actividad
biol6gica reportan actividad
citotoxica tripanocida, hipotensora,
antifingica, hipolipidémica,
antioxidante,y antibacterial,
Antecedentes:

llozue N, lkezu U y Ugwu P,
realizaron un screening fitoquimico
del extracto de la semilla de Persea
americana y determinaron la
presencia de alcaloides,
flavonoides (responsables de la
actividad antibacteriana) y taninos.
Idris S, Ndukwe G y Gimba C,
determinaron la presencia de

saponinas, flavonoides, taninos,
esteroides, alcaloides y
terpenoides en un  estudio

fitoquimico preliminar del extracto
de la semilla de Persea americana.

Efecto antibacteriano

Indicadores:

e Halo de inhibicion mm

e Concentracién Minima
Inhibitoria (CMI)

e Concentracion Minima
Bactericida (CMB)

Metodologia: Para la extraccion de
los compuestos fenolicos se
realizara mediante maceracion de
las semillas y la separacién con
disolventes

Para evaluar la actividad
antimicrobiana mediante la técnica
de difusién de disco en agar de

kirby-Bauer
Andlisis de datos:
Los datos  obtenidos  fueron

expresados en forma de medias y la
desviacion estandar y son
representados en forma de cuadros
e histogramas para determinar la
significancia estadistica. Los datos
fueron sometidos al anélisis de
varianza ANOVA vy las diferencias
entre concentraciones para la
inhibicién con la prueba de tukey con
un nivel de confianza de 95%
empleando el paquete estadistico
SPSS version 21
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