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RESUMEN

El presente estudio se desarroll6 teniendo como objetivo evaluar la actividad
antibacteriana de Coriandrum sativum “culantro”, sobre Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028, desarrollado en el laboratorio de bioquimica
como también en el laboratorio de Inmunologia y Microbiologia Clinica de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga, en los meses de abril a septiembre del 2022. El tipo de investigacion
fue explicativo y disefio cuasiexperimental, teniendo a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028 y Coriandrum sativum como unidad de andlisis, La
actividad antibacteriana del extracto metandlico y aceites esenciales de hojas y
tallos de Coriandrum sativum se evaluaron mediante el método de difusion de
pozos en agar. Se sembrd la suspension bacteriana ya reactivada en agar Mueller
Hinton, para luego realizar la formacién de pozos, donde se afadieron los
extractos a cinco diferentes concentraciones, se incubé a 37°C por 24 horas.
Posteriormente se evalud la aparicion de halos de inhibicién alrededor de cada
orificio; se comparo frente a un estandar, ciprofloxacino (5ug). El mayor promedio
del halo (14,4 mm) y porcentaje de inhibicidon (46,3%) se obtuvo del aceite esencial
de tallos; asimismo, la CMI y CMB del aceite esencial de este fue de 70 mg/mL y
80 mg/mL, hojas, 80mg/mL y 90 mg/mL; para el extracto metandlico, hojas 60
mg/mL y 70 mg/mL, tallos 70 mg/mL y 80 mg/mL, respectivamente. Se concluye
gue existe efecto antibacteriano del aceite esencial y extracto metandlico de hojas
y tallos de Coriandrum sativum sobre Salmonella Typhimurium ATCC 14028.

Palabras clave: Coriandrum sativum, Salmonella Typhimurium, actividad

antibacteriana, concentracion minima inhibitoria (CMI), concentracibn minima
bactericida (CMB).
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B INTRODUCCION

Se ha demostrado que los aceites esenciales de Coriandrum sativum tienen
capacidad para inhibir el crecimiento de varios géneros de bacterias Gram
positivas y Gram negativas, mostrando actividad antibacteriana; los estudios se
centraron en buscar dicho efecto de esta planta, en hojas, semillas y tallos del
mismo (Ardila et al., 2010); cabe mencionar que estas partes pueden actuar sobre
el sistema digestivo facilitando la digestién y aliviando el estrefiimiento, también
es eficaz contra colicos y flatulencias, por lo mencionado se puede afirmar que el
culantro posee gran importancia dentro de la alimentaciéon y como parte de la
medicina tradicional (Monreal, s.f.). Es por ello que en esta investigacion se evaluo
si los extractos de hojas y tallos de Coriandrum sativum poseen actividad
antibacteriana en contra de Salmonella Typhimurium.

Salmonella enterica es uno de los patbégenos alimentarios mas relevantes del
mundo y representa la principal causa de intoxicacion alimentaria; pese a cada
una de las medidas de control y prevencién (Barreto et al., 2016); incluso por sobre
la optimizacibn en el saneamiento y la limpieza, las enfermedades
gastrointestinales siguen imponiendo una carga significativa en la salud
poblacional de territorios industrializados y subdesarrollados; Salmonella enterica
serovar Enteritidis ha sido el serotipo mas comun internacionalmente (65 % de los
aislamientos), seguido de Salmonella enterica serovar Typhimurium (12 %)
(Alfaro, 2018).

En cuanto al tratamiento a partir de 1948 el cloranfenicol ha sido el farmaco de
eleccion; sin embargo, se ha asociado con el desarrollo de resistencia y altas tasas
de recaida. La aparicion de resistencia al cloranfenicol ha llevado al uso de otros
antibiéticos. Por esa razén en la actualidad, todos los pacientes en quienes se
sospecha enfermedades producidas por Salmonella sp. deben ser tratados con

una quinolona o una cefalosporina de tercera generacion, por lo que el



ciprofloxacino sigue siendo el farmaco de elecciébn en el tratamiento de la
enfermedad y de las cepas multirresistentes (Ibarra et al., 2005). Pero incluso con
dicho tratamiento se tiene en cuenta también los efectos de la medicina tradicional
complementaria (MTC), pues, en los sistemas de atencion médica en todo el
mundo se enfrentan a enfermedades crdnicas y costos de atencion médica cada
vez mayores, lo que incluye ampliar el acceso a estos productos. Algunos estudios
muestran que los pacientes con ciertas enfermedades cronicas usan los servicios
de MTC con més frecuencia (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2013); por
esa razén es que se considero al culantro como alternativa en el tratamiento de la
salmonelosis. Teniendo en cuenta todo lo mencionado en el presente estudio se
propuso lo siguientes objetivos:

Objetivo general

Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos metandlicos y aceites

esenciales de las hojas y tallos de Coriandrum sativum “culantro” sobre

Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho 2021.

Objetivos especificos

e Determinar el didmetro de los halos de inhibicion de los extractos metandlicos
y aceites esenciales de las hojas y tallos de Coriandrum sativum “culantro”
sobre Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho 2021.

e Determinar el porcentaje de inhibiciébn de los extractos metandlicos y aceites
esenciales de las hojas y tallos de Coriandrum sativum “culantro” sobre
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho 2021.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria de los extractos metandlicos y
aceites esenciales de las hojas y tallos de Coriandrum sativum “culantro” sobre
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho 2021.

e Determinar la concentracion minima bactericida de los extractos metandlicos y
aceites esenciales de las hojas y tallos de Coriandrum sativum “culantro” sobre
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho 2021.

¢ Determinar e identificar cualitativamente los metabolitos secundarios presentes
en los extractos metandlicos de las hojas y tallos de Coriandrum sativum

“culantro”, Ayacucho 2021.



. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Internacionales

Azuero, et al., (2016). Desarrollado en Ecuador; en su investigacion tuvieron como
objetivo, el estudio del efecto antibacteriano y antifingico de las hojas de doce
plantas medicinales de uso ancestral en el Ecuador, Lippia citriodora K “cedrén”,
Ambrosia artemisifolia L “altamisa”, Taraxacum officinale Weber “diente de ledn”,
Ageratum conyzoides L “mastrante”, Piper carpunya Ruiz y Pav “guaviduca”,
Borago officinalis L “borraja”, Coriandrum sativum L “cilantro”, Melissa officinalis L
“toronjil’, Cymbopogon citratus S “hierba luisa”, Artemisia absinthium L “ajenjo”,
Momordica charantia L “achochilla” y Moringa oleifera Lam “moringa”.
Correspondiendo a un tipo de investigacion explicativo, teniendo como unidades
de analisis a las muestras bioldgicas de las doce plantas y cepas utilizadas. Se
utilizé la técnica de difusién en agar para determinar la actividad antimicrobiana
de los extractos metandlicos obtenidos, se evaluaron en cepas bacterianas, Gram
negativas (Escherichia coli y P. aeruginosa), Gram positiva (Staphyloccocus
aureus) y un hongo patégeno (Candida albicans). Reporta que el extracto
examinado de Coriandrum sativum, mostro una actividad bactericida frente a cada
una de las cepas bacterianas utilizadas en los ensayos, que indica el valor que
tiene esta especie en la produccién de fitofarmacos con propiedades antibiéticas.
Ardila et al., (2010). Trabajo realizado en Colombia, que se tuvo como objetivo
determinar el efecto inhibitorio del crecimiento de Clostridium perfringens, frente a
extractos obtenidos utilizando diversos solventes de los bulbos de Allium sativum
(ajo); de las hojas y tallos de Coriandrum sativum (cilantro), Eugenia Caryophyllata
(clavo de olor), Origanum vulgare (orégano), Rosmarinus officinalis (romero) y
Thymus vulgaris (tomillo), con el fin de obtener enfoques alternativos.

Correspondiendo a un tipo de investigacion explicativo y teniendo como unidades



de anadlisis a las muestras bioldgicas de las seis plantas y a la cepa de Clostridium
perfringens. La accion antibacteriana contra Clostridium perfringens (cepa ATCC:
1312) se evalud por el método de Kirby Bauer en agar agar Sulfito Polimixina
Sulfasiazina (SPS), con los extractos de plantas de las especies mencionadas en
solventes organicos de diferente polaridad, utilizando vancomicina como control.
En sus resultados, se reporta que cuando se determind la actividad antibacteriana
de Coriandrum sativum, mostré actividad inhibitoria en extractos obtenidos a partir
de una mezcla de hexano-diclorometano. El diametro de todos los extractos que
mostraron inhibiciébn en comparacion con la vancomicina oscil6 entre 72% y 133%
de inhibicién. Concentraciones minimas inhibitorias (MIC) y concentraciones
minimas bactericidas (MBC) de extractos en diferentes diluciones de plantas que
mostraron mas del 50% de inhibicion.

Ortufio (2019). Investigacion desarrollada en Ecuador, cuyo objetivo fue
determinar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de Baccharis
latifolia “chilca” y Coriandrum sativum, “culantro” frente a la bacteria Xanthomona
sp. al demostrar su capacidad de inhibicion Correspondiendo a un tipo de
investigacion investigativa-experimental y teniendo como unidades de analisis a
las muestras bioldgicas de chilca, cilantro y a la muestra de la cepa bacteriana
utilizada, en este caso Xanthomona sp. Se realizaron ensayos fisicos y quimicos
para evaluar el rendimiento y calidad de los aceites esenciales, y mediante
cromatografia de gases se determinaron los componentes con mayor proporcion.
Luego se realizé la prueba en placa de Petri invertida en el que se obtuvieron halos
de inhibicién de hasta 20 mm y 17 mm, usando concentraciones de 100% y 50%
de aceite esencial de semillas de cilantro. Para determinar la capacidad
bactericida de los aceites esenciales se realiz6 una prueba de dilucién en agar,
resultando una inhibicion de bacterias al 20% de concentracion en cilantro.

2.1.2. Nacionales

Mestas (2017). Estudio desarrollado en Arequipa con el objetivo de demostrar el
efecto antibacteriano del aceite esencial de Coriandrum sativum L “cilantro”, frente
a Escherichia coli ATCC 25922. Correspondiendo a un tipo de estudio
experimental, segun la manipulaciéon de variables, teniendo como unidades de
andlisis a las muestras biolégicas de las semillas de Coriandrum sativum L
“cilantro” y Escherichia coli como cepa bacteriana. La sensibilidad bacteriana a las
concentraciones de aceite esencial de 0,16, 0,31, 0,63, 1,13, 2,50, 5, 10, 30, 50,

70, 80 y 90% se determiné en placas de agar Mueller Hinton utilizando el método



de difusion de discos en placa. Es asi que en sus resultados reporta que los discos
empapados con extracto metandlico y aceite esencial al 0,16 % no se logré
visualizar la formacién de halo de inhibicion, por lo tanto, carecian de actividad
antibacteriana. No obstante, a partir de 0,31% al 90% se pueden observaron halos
de inhibicién con un diametro de 3,6 mm a 23,0 mm.

Jimenez e Iman (2016). Desarrollado en Loreto. En su trabajo tuvieron como
objetivo determinar la actividad antioxidante y antibacteriana del extracto etanolico
de las hojas de Coriandrum sativum “culantro” y Eryngium foetidum
“sachaculantro” sobre Escherichia coli y Salmonella sp. Correspondiendo a un tipo
de investigacion experimental, teniendo como unidades de analisis a las muestras
biologicas de las plantas utilizadas en este caso las hojas de Coriandrum sativum,
Eryngium foetidum y Escherichia coli, Salmonella sp. Para las cepas bacterianas.
Se emple6 el método de difusion en disco y de macrodilucién, para evaluar la
actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de cilantro y sachaculantro
frente a las bacterias mencionadas, por lo que reporta en sus conclusiones que
no se observo ningun halo de inhibicion, lo que confirma que las cepas bacterianas
Escherichia coliy Salmonella sp. utilizados en el estudio son resistentes al extracto
etanodlico. Para la determinacion de la concentracién inhibitoria minima (MIC) del
extracto etandlico de hojas de Coriandrum sativum “cilantro” y Eryngium foetidum
“sachaculantro” se uso el método de macrodilucion; contra Escherichia coli y
Salmonella sp., no se aprecid inhibicién del crecimiento (presencia de turbidez), lo
que indica que las cepas bacterianas utilizadas en la investigacion son resistentes
al extracto etandlico.

Chavez (2018). Estudio realizado en la ciudad de Lima con el fin de determinar el
efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de las semillas de Coriandrum
sativum “cilantro” en cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615, a distintas
concentraciones 1%,10%, 20%, 30%. Correspondiendo a un tipo de investigacion
experimental, teniendo como unidad de andlisis a la muestra biol6gica de
Coriandrum sativum y a la cepa de Streptococcus pyogenes. El estudio
microbioldgico se llevé a cabo con cepas de Streptococcus pyogenes ATCC
19615, proporcionadas por el Laboratorio de Referencia de Infecciones
Respiratorias Agudas. Se elabor6 agar cerebro corazon teniendo como base caldo
infusién cerebro corazén, al que se agreg6 la cantidad necesaria de agar-agar
para convertirlo en un medio sélido. Se perforaron agujeros en el agar con un

sacabocado donde se colocé la muestra problema y los discos de sensibilidad,



azitromicina como control positivo. Cuando se evalu6 la actividad antibacteriana
del aceite esencial de semillas de Coriandrum sativum “culantro”, se encontré que
a una concentracién del 30% tenia una inhibicion promedio de 48 mm; una
inhibicién promedio al 20% de 42 mm y una inhibicién promedio al 10%. de 21 mm
Estos valores son superiores a los de la azitromicina, cuyo halo de inhibicién
alcanz6 una media de 21 mm.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son productos del reino vegetal con sabores y aromas
caracteristicos concentrados. Consisten en mezclas complejas de hidrocarburos,
compuestos que contienen oxigeno y residuos no volatiles. En general, los aceites
esenciales se pueden definir como liquidos aceitosos obtenidos de diversas partes
de la planta como flores, capullos, semillas, hojas, ramas, corteza, madera, frutos
y raices (Torrenegra et al., 2017a.)

Los aceites esenciales suelen constituir 0,1-1% del peso seco de la planta. Son
liquidos y una de sus caracteristicas es que son poco solubles en agua, ya que
suelen ser solubles en alcoholes y disolventes organicos. Son incoloros a
temperatura ambiente y cuando estan frescos, toman un color amarillento oscuro
cuando se oxidan pues se resinifican (se evita colocandolos en recipientes de
vidrio color topacio que se llenan por completo y se cierran completamente). La
mayoria de los aceites tienen una densidad menor que la del agua (las
excepciones incluyen la canela, el sasafras y los aceites finos) que tienen un alto
indice de refraccion (Lopez, 2004).

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos producto del
metabolismo de las plantas; en su mayoria volatiles y responsables del olor que
se percibe en estas. Las propiedades quimicas especificas de los aceites
esenciales varian segun la region de cultivo y las condiciones ambientales. Son
de importancia comercial en la industria alimentaria, industria farmacéutica (por su
uso como agentes antimicrobianos), industria de sabores/perfumes, cosmética e
higiene. De igual forma, el uso de aceites esenciales es una importante alternativa
para el control de insectos, hongos y nematodos como alternativa al uso de
plaguicidas sintéticos (Ruiz et al., 2015).

2.2.2. Extracto

Son compuestos obtenidos de sustancias biolégicamente activas presentes en los

diferentes tejidos y 6érganos vegetales utilizando un determinado solvente (alcohol,



agua, una mezcla de estos o cualquier otro solvente selectivo) y un proceso de
extraccion adecuado. De una misma planta podemos obtener diferentes
sustancias dependiendo del érgano, solvente y técnica de extraccion utilizada
(Santamaria et al., 2015).

También se considera una mezcla compleja con muchos compuestos quimicos
que se pueden obtener de una fuente natural a través de procesos fisico-quimicos
y/o microbiolégicos y se pueden utilizar en todos los campos técnicos (Pardo,
2002).

2.2.3. Extracto metandlico

El extracto metandlico tiene un aroma caracteristico que es obtenido a partir de
material vegetal presecado y triturado, es posible preparar mediante maceracién
0 percolacion en contacto con metanol puro o al 70% y 90%. Los extractos son
preparaciones concentradas de consistencia sélida, liquida o media, por lo general
obtenidas a partir de material vegetal seco, se obtienen por evaporacion parcial o
total del solvente en extractos herbales liquidos (Rodenas, 2018).

2.2.4. Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana es la capacidad de un compuesto para inhibir o
eliminar el crecimiento de una poblacién de bacterias y se puede determinar
mediante ensayos in vitro. Se puede medir como CMI o CMB que permite la
comparacion de diferentes compuestos utilizados; una baja actividad no significa
resistencia; tampoco implica eficacia, fracaso terapéutico o efectos secundarios.
La eficacia clinica se expresa como mejoria o muerte del paciente. (Fica, 2005).
2.2.5. Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se define como la concentracion mas baja de un farmaco (antibi6ticos), que
previene el crecimiento visible después de 18 y 24 horas. Se puede concebir que
si el antibiético se mantiene por encima del CMI puede inhibir faciimente el
crecimiento bacteriano. Este concepto ha iluminado el avance de la ciencia
durante mucho tiempo. Aunque la base de algunos de los datos que consideramos
ha cambiado recientemente, la CMI sigue siendo un pardmetro clave sin el cual
no tenemos posibilidades de éxito en la terapia antibacteriana (Errecalde, 2004).
2.2.6. Concentracion minima bactericida (CMB)

La concentracion minima bactericida (MBC) representa la concentracion minima
de un agente antibacteriano capaz de eliminar el 99,9 % de una poblacion
bacteriana previamente estandarizada dentro de las 18 a 24 horas de cultivo.

Algunos efectos adversos sobre las bacterias persisten después de la exposicion



a un agente antimicrobiano. Esto se llama el efecto post-antibiético. Aunque el
efecto post-antibidtico se descubrié hace muchos afios, se ha comprobado que
todos los agentes antimicrobianos lo pueden producir tanto en mayor 0 menor
medida (Errecalde, 2004; Taroco et al., s.f.).

2.2.7. Diametro de inhibicion

Es la medida que se da a los halos de inhibicion teniendo en cuenta el diametro
del mismo pues posee forma circular; dichos halos de inhibicién se hacen visibles
después de un periodo de incubacion por 18 a 24 horas, con lo que se podra
evaluar la actividad antibacteriana, éstos se forman alrededor de los discos o los
pozos, cuya caracteristica se observa como areas mas claras en la muestra.
Existe una relacion directa entre el diametro del halo alrededor del disco y la
concentracion de bacterias, que generalmente se puede clasificar en baja, media
y alta. Esto es muy importante para que el laboratorio pueda dar en base a la
muestra, y en el caso de un caso médico, poder mostrar el camino de recuperaciéon
del paciente. Una lectura de 6 mm indica que no hay zona de inhibicion ya que
basicamente corresponde al diametro del disco o del pozo (Manzano et al., s.f;
Bernal y Guzman, 1984).

2.2.8. Porcentaje de inhibicién

El porcentaje de inhibicion es el célculo del porcentaje del efecto inhibitorio relativo
respecto al control positivo, con los datos ya obtenidos a partir del diametro de los
halos de inhibicién del crecimiento de los microorganismos, este control variara
segun el trabajo realizado y la sensibilidad y caracteristicas de la bacteria en
cuestion (Cruz et al., 2010).

2.2.9. Las enterobacterias

Las enterobacterias pertenecientes a la familia es una familia amplia y diversas de
bacterias Gram-negativas. Su nombre se debe a su ubicacion comun como
saprofitos en el tracto gastrointestinal, aunque son bacterias ubicuas que se
encuentran comunmente en el suelo, el agua y la vegetacion, también formando
parte de la microbiota intestinal normal de muchos animales ademas de los
humanos (Puerta y Rodriguez, 2010).

2.2.10. Género Salmonella

Son varillas rectas de 0,7-1,5 x 2.5 um, bacterias Gram negativas que le deben su
movimiento a la presencia de flagelos peritricos, son anaerobios facultativos,
quimioorganotréficos, poseen un metabolismo tanto respiratorio como

fermentativo y se desarrollan a una temperatura 6ptima de 37°C. La glucosa y



otros carbohidratos se catalizan con la produccion de acido a veces se observa la
formacion de gas (Holt et al., 1994). Crecen en medios simples y casi nunca
fermentan lactosa o sacarosa. Suele producir H,S. Se pueden mantener en agua
congelada durante mucho tiempo. Son resistentes a algunos quimicos (verde
brillante y tetrationato de sodio) que inhiben a otras enterobacterias, por lo que es
beneficioso para aislar la salmonela de las heces. En cuanto a su estructura
antigénica; una vez asegurada que se trata de Salmonella en base a sus
propiedades bioquimicas, el reconocimiento de la especie se realiza mediante
analisis antigénico. Salmonella tiene varios antigenos “O” como otras
enterobacterias (mas de 60) y diferentes antigenos “H” en una o ambas fases.
Algunos tienen antigenos capsulares (K) llamados Vi, que pueden prevenir la
aglutinacién del antisuero O y estan asociados con la invasividad. La clasificacion
serolégica se basa en pruebas de aglutinacion con antisuero de diferentes
antigenos O y H (Tulio y prado, 2005).

2.2.11. Definicién y caracteristicas de Coriandrum sativum “culantro”

El culantro es una planta aromética con gran interés en la preparacion y mejora
de bebidas. Fue una de las primeras especies introducidas en Américay se utilizé,
entre otras cosas, para conservar la carne y como planta medicinal. Es bajo en
grasas y calorias y contiene cantidades significativas de antioxidantes.
Botanicamente, se puede describir como una especie vegetal anual, herbacea que
mide de 40 a 60 cm de altura, con tallos erguidos, lisos, cilindricos y ramificados.
Las hojas inferiores son pecioladas, pinnadas, con segmentos ovalados en forma
de cufia; cuando las superiores son bi-tripinnadas, con segmentos agudos, los
frutos tienden a ser ovoides o redondeados, de hasta 6 mm de diametro, didceos,
globosos, con diez costillas primarias longitudinales y ocho costillas secundarias,
constituidos por carpelos estrechamente unidos, de color marrén amarillento.
Tienen un olor suave y bastante agradable acompafiado por un sabor muy fuerte
y ligeramente picante. Las raices delgadas y ramificadas, flores, son pequefias de
color blanco o rosa palido, de cinco pétalos y generalmente distribuidas en pares
alo largo de las ramas floriferas, las hojas compuestas tienen un contorno irregular
aserrado (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, s.f.).

2.2.12. Analisis fitoquimico

El andlisis fitoquimico es una herramienta beneficiosa al momento de analizar una
determinada especie vegetal y asi tener el conocimiento de cuales son los

metabolitos secundarios que se encuentran presentes; esto requiere un conjunto



de técnicas de extraccion, separacion, purificacion y luego andlisis de los
compuestos identificados para determinar su estructura por medio de técnicas
instrumentales (Scarpetta, 2017).

El andlisis o tamizaje fitoquimico implica la extraccién de compuestos activos de
la planta haciendo uso de solventes adecuados y la aplicacion de diferentes
sustancias quimicas para dar lugar a reacciones de color y precipitacion. Debe
permitir la evaluacion rapida y precisa con reacciones sensibles y reproducibles
(Palacios, 2013).

2.2.13. Metabolitos secundarios

Las plantas asignan cantidades significativas de carbono y energia asimilados a
la sintesis de varias moléculas orgénicas, que no parecen desempefiar un papel
directo en la fotosintesis, la respiracién, la asimilacion de nutrientes, el transporte
de solutos o la sintesis de proteinas, carbohidratos y lipidos, estos son conocidos
como metabolitos secundarios o productos naturales (Scarpetta, 2017).

Los metabolitos secundarios, ademéas de no tener una funcion definida en estos
procesos, también se diferencian de los metabolitos primarios debido a que ciertos
grupos estan limitados en las plantas, es decir, no todos los metabolitos
secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas. Se sintetizan en
pequefas cantidades y no en todos los casos, pero su produccion a menudo se
limita a una determinada familia de plantas, género o incluso unas pocas especies.
Algunos productos del metabolismo secundario desempefian funciones
ecoldgicas especificas, como actuar como atrayentes o repelentes de animales.
Otros compuestos tienen una funcion protectora contra los depredadores y actian
como repelente, dan a la planta un sabor amargo, haciéndolos indigestos o
venenosos. También interrumpen los mecanismos de defensa de las plantas
contra diversos patégenos, actuando como insecticidas naturales. (Avalos y
Pérez-Urria, 2009).

2.3. Bases tedricas

2.3.1. Coriandrum sativum “culantro”

El culantro (Coriandrum sativum), se clasifica junto con otras especies de plantas
como "plantas medicinales, aromaticas y de condimento"; pueden ser consumidos
frescos, cocidos o secos, deshidratados en algunos alimentos y preparaciones
medicinales, ademas del uso industrial para la extraccion de aceites esenciales y
productos farmacéuticos. Incluso se ha reportado que estas especies son capaces
de actuar como repelentes de insectos a nivel de campo y almacenamiento
(Morales, 1995).
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2.3.2. Duracién del ciclo vegetativo del Coriandrum sativum “culantro”

El culantro es una planta de crecimiento continuo, posee con una raiz pivotante
altamente ramificada. Su ciclo de vida consta de dos etapas principales: vegetativa
y reproductiva. Durante la primea etapa que corresponde al establecimiento del
cultivo, se observa la formacién de hojas en la base, éstas poseen cierto parecido
a las del perejil. En la segunda etapa, se divisa la aparicion de hojas con similitud
a las que presenta el hinojo, los tallos se alargan y con ello se produce el desarrollo
de las flores y los frutos. Las inflorescencias se presentan en forma de umbelas,
que consisten en grupos de flores o frutos que surgen de un mismo punto del tallo
y se elevan a una altura similar o casi igual. Estas umbelas estdn compuestas por
varias umbélulas, las cuales contienen diferentes tipos de flores, incluyendo
algunas que son hermafroditas. El cultivo de cilantro responde a dias largos, es
decir, a medida que reciba una mayor cantidad de horas luz se acortara la etapa
que va desde las emergencias al dimorfismo foliar. La temperatura se encarga de
regular las etapas de dimorfismo-floracion, la floracién-fructificacion y la
fructificacibn-madurez  (Instituto Interamericano de Cooperacion para la
Agricultura [lICA], 2007).

2.3.3. Propiedades del Coriandrum sativum “culantro”

Las semillas y las hojas son extensivamente empleadas en las tradiciones
culinarias de la cocina latinoamericana, india y china. Ademas, son una fuente
potencial de lipidos y su aceite esencial es rico en linalool. Se conocen efectos
farmacologicos para varias partes de la planta, tales como efectos
antimicrobianos, antioxidantes, antidiabéticos, ansioliticos, antiepilépticos,
antidepresivos, antimutagénicos, antiinflamatorios, antidislipidémicos,
antihipertensivos, neuroprotectores y diuréticos. Aunque se han publicado muchos
estudios en relacién a la capacidad antioxidante y los componentes fendlicos de
las especias, incluyendo el cilantro, las caracteristicas geogréficas y las
variaciones climaticas influyen en el proceso de fotosintesis y, por ende, en la
composicion quimica de las plantas. Esto a su vez afecta su valor nutricional y su
distribucion en los diferentes tejidos que las conforman (Ceballos y Giraldo, 2011).
2.3.4. Aceites esenciales de Coriandrum sativum “culantro”

En el culantro se encuentran aceites esenciales, aceites grasos, trazas de
glucésidos, taninos, oxalato de calcio y muchos mas componentes. Los aceites
esenciales destacan por su composicion quimica, entre ellos d-linalol, 70-90%

pineno, dipenteno, geraniol, felandreno, borneol, limoneno y otros pequefios
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componentes. La esencia es ligeramente amarillenta o incolora. El aceite esencial
de cilantro generalmente se extrae por hidrodestilacién. Su rendimiento suele
variar de 0,03 a 2,6 litros de peso de fruto. Esta esencia tiene propiedades
antioxidantes y antibacterianas y se utiliza como aromatizante en licores y bebidas
digestivas ademas de en perfumes (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca,
s.f.).

2.3.5. Composicion gquimica de los aceites esenciales

Los aceites esenciales suelen ser mezclas bastante complejas que contienen
hasta 100 componentes, que pueden incluir: Compuestos alifaticos de bajo peso
(alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y acidos), monoterpenos,
sesquiterpenos y fenilpropano. La mayoria tienen un olor agradable, aunque
algunos tienen un olor relativamente desagradable, como el olor a ajo y cebolla,
porgue contienen compuestos de azufre (Martinez, 2003).

Es asi que un aceite esencial es toda una mezcla de sustancias principalmente
formada por una base integrada por hidrocarburos terpénicos. En menor
concentracion se encuentran otros componentes que le confieren el aroma global
del aceite esencial. Otros componentes al contrario no guardan relaciéon con su
aroma (ceras, acidos...) que pueden actuar como antibiéticos, conservantes o
fijadores del aroma presente en el aceite esencial. (Sanchez, 2006).

En plantas arométicas y medicinales contienen sustancias activas con
bioactividad, como antioxidantes, agentes antifingicos, agentes antimicrobianos,
entre otras (Torrenegra et al., 2016), estas sustancias son producidas por las
plantas como metabolitos secundarios y pueden ser extraidas por métodos fisicos
como la destilacion por arrastre de vapor o hidrodestilacion (Torrenegra et al.,
2017b).

2.3.6. Obtencion de aceites esenciales

2.3.6.1. Métodos directos

La destilacién por arrastre con vapor de agua

Durante el proceso de destilacién por arrastre de vapor de agua, se produce la
vaporizacion selectiva del componente volatil en una mezcla que también contiene
un componente no volatil. Esto se logra mediante la introduccién de vapor de agua
en la mezcla, conocido como "vapor de arrastre". Sin embargo, es importante
destacar que el papel del vapor de arrastre no es realmente "arrastrar" el
componente volatil, sino mas bien condensarse y formar una fase separada e

inmiscible que libera su calor latente a la mezcla, permitiendo la evaporacion del
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componente volatil. A lo largo de la destilacién, se observan dos fases inmiscibles
presentes: una fase organica y una fase acuosa. Estas fases se comportan como
si el otro liquido no estuviera presente (Peredo et al., 2009).

Destilacion con agua o hidrodestilacién

En la técnica de hidrodestilacion, se utiliza vapor de agua para destilar flores u
otras partes de plantas. El vapor de agua actiia como un "transportador" del aceite
esencial presente en la planta. Los aceites esenciales tienen un punto de
ebullicion més alto que el agua, pero cuando se encuentran en una mezcla con
agua, el punto de ebulliciéon se reduce, lo que permite la destilacion conjunta. A
medida que los vapores pasan a través del condensador, se enfrian y se
condensan, formando un liquido compuesto por dos fases inmiscibles: una fase
organica que corresponde al aceite esencial y una fase acuosa. En algunos
aceites, esta fase acuosa puede contener una pequefia cantidad de esencia, ya
que los aceites esenciales pueden contener componentes solubles en agua
(Ortufio, 2006).

Destilacion agua-vapor o vapor hiumedo

Este método se usa a menudo en la agricultura para destilar hierbas y hojas. Se
coloca el material sobre una patrrilla y luego se coloca el agua entre la base de
dicha parrilla, ligeramente por debajo de la misma. Si el agua escasea, el agua
que sale con el aceite esencial en la primera extracciéon se devuelve a la unidad
de extraccion para apoyar el procedimiento de destilacion (cohobacién). El
calentamiento puede originarse tanto a partir de una fuente externa como del
cuerpo interno del extractor ( Sistema de bibliotecas SENA, s.f.).

2.3.6.2. Métodos de extraccién con solventes

Maceracion en grasa

Es un método de extraccion que implica sumergir los pétalos de flores en grasa
caliente y extraer las esencias mediante el uso de alcohol. Sin embargo, este
enfoque ha sido ampliamente sustituido por la extraccion utilizando solventes
organicos (Sistema de bibliotecas SENA, s.f.).

Extraccion con solventes volétiles

Se fundamenta en la facilidad que tienen los disolventes organicos para ingresar
en el material vegetal y disolver sus aceites volatiles, debido a que los puntos de
ebullicion entre los aceites y los solventes son diferentes. Presenta la ventaja de
operar con bajas temperaturas, es por ello que no causa dafios térmicos ni
provoca cambios quimicos en los componentes del aceite. (Sistema de bibliotecas
SENA, s.f.)
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Estos disolventes hacen que la esencia sea soluble, pero también solubilizan y
extraen otras sustancias tales como grasas y ceras, obteniéndose al final una
oleorresina o un extracto impuro (Rodriguez et al., 2012).

2.3.7. Extractos naturales de plantas

Las plantas y subproductos agroalimentarios son una excelente fuente de

productos naturales biolégicamente activos.

e En los extractos existen una multitud de constituyentes quimicos con
propiedades fisico-quimicas y biol6gicas muy diferentes.

e Muchas propiedades beneficiosas de las plantas y subproductos alimentarios
agricolas son conocidas y utilizadas desde la antigliedad como agentes
antimicrobianos, insecticidas, antioxidantes, etc.

o Los diferentes efectos resultan de compuestos sintetizados por las células
vegetales, que no son estrictamente necesarios para el crecimiento o la
reproduccion, pero cuya existencia ha sido probada genética, fisiolégica o
bioguimicamente, a estas sustancias se les conoce como metabolitos
secundarios.

Las técnicas de extraccion permiten obtenerlos y concentrarlos para diversos usos

(medicina, alimentacién, perfumeria, etc.) (L6pez et al., 2011).

2.3.8. Importancia de los extractos vegetales

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, alrededor del 25% de los

medicamentos disponibles en el mercado en la actualidad derivan de fuentes

vegetales, mientras que otro 25% contiene principios activos vegetales que han
sido alterados quimicamente. El nUmero de sustancias quimicas sintetizadas en
el laboratorio que pueden ser utilizadas por su toxicidad es cada vez mayor, por
consiguiente en la naturaleza tienen la posibilidad de obtener nuevas estructuras

de uso terapéutico (Pardo, 2002).

2.3.9. Métodos de separacion para la obtencidon de extractos vegetales

Los métodos de separacién dependen de las propiedades fisicas de los

componentes de la mezcla derivados de plantas. Existen diferentes métodos

disponibles para obtener extractos, como la maceracion, destilacién, decantacion,
filtracion, evaporacion, entre otras técnicas.

e Maceracion: Hace referencia a la molienda de compuestos botanicos como

semillas o frutos utilizando agua purificada ya que algunas plantas pueden

perder sus principios activos si se exponen a altas temperaturas.
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o Destilacién: Se trata de un proceso en el cual se separan las mezclas de
componentes en funcién de las disparidades en los puntos de ebullicién de
dichos componentes.

e Decantacion: Consiste en separar dos fases o componentes de una mezcla
mediante la separacion de un solido de otro o la diferenciacion de dos liquidos
con densidades distintas.

e Filtracion: Se basa en el uso de papel, fiboras o una malla para atrapar las
particulas solidas y lograr la separacion del extracto de la mezcla.

e Evaporacion: Implica la separacion de los componentes que son volatiles por
calor o flujo de aire seco (Ruiz, 2020).

2.3.10. Actividad antibacteriana de Coriandrum sativum “culantro”

Tanto el aceite esencial como los extractos derivados de Coriandrum sativum se

han empleado en el tratamiento de ciertas condiciones no relacionadas con

enfermedades infecciosas. No obstante, se ha evidenciado que este aceite
esencial exhibe propiedades antimicrobianas contra una variedad de bacterias
grampositivas y gramnegativas. Tanto las hojas como las semillas y el tallo de esta

planta han sido objeto de estudio para evaluar sus efectos (Ardila. et al., 2010).

2.3.11. Actividad antibacteriana: métodos de estudio de la sensibilidad

Estos métodos se pueden dividir en métodos cuantitativos y cualitativos. Los

métodos cuantitativos son aquellos que permiten determinar la concentracion

minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB). En cuanto

a los métodos cualitativos (disco difusiébn) son aquellos procedimientos que

permiten clasificar directamente a un microorganismo como sensible o resistente,

es asi que es uno de los métodos mas utilizados en la practicas de laboratorio

(Taroco et al., s.f.).

2.3.11.1. Métodos cualitativos

Principalmente comprende los métodos de difusion.

Método del antibiograma disco-placa

El antibiograma disco-placa se basa en el trabajo de Bauer, Kirby y colaboradores

siendo uno de los métodos recomendados por el National Committee for Clinical

Laboratory Standards (NCCLS) para la determinacion de la susceptibilidad de las

bacterias a los farmacos antimicrobianos. El antibiograma disco-placa consiste en

colocar discos de papel impregnadas con diversos antibioticos sobre la superficie
de agar de una placa de Petri en la que se ha inoculado el microorganismo de

interés. Una vez que el disco impregnado con el antibiotico entra en contacto con
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la superficie himeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibiético se distribuye
por el disco. A través del espesor del agar, el antibiético se difunde en forma radial,
creando un gradiente de concentracion. Después de un periodo de incubacion de
18-24 horas, los discos exhiben una zona de inhibicion alrededor de ellos. La
concentracion de antibidtico en la interfaz entre las bacterias en crecimiento y las
bacterias inhibidas se conoce como concentracion critica, y se aproxima a la
concentracion minima inhibitoria (CMI) obtenida mediante métodos de dilucion.
Sin embargo, los procedimientos de disco-placa no permiten una lectura directa
del valor de la CMI (Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica [Seimc], s.f.a).

Método modificado de pozos de agar

El objetivo de este procedimiento es evaluar, de manera cualitativa, el impacto de
un conjunto de sustancias individuales en las cepas bacterianas aisladas de
infecciones. El método se fundamenta en la relaciébn entre la concentracion
necesaria de una sustancia para inhibir el crecimiento de una cepa bacteriana y la
formacion de una zona de inhibicion en la superficie de una placa de agar. Esta
placa de agar contiene un medio de cultivo apropiado y ha sido sembrada de
manera uniforme con la bacteria objeto de estudio; al igual que el método de
difusién disco placa, pero a diferencia de este el antibidtico a ensayar se coloca
en un en un pozo de 6 mm de didmetro obtenido con un sacabocado, en dicho
pozo es donde se agrega una cantidad conocida de la sustancia (Ramirez y
Castafio, 2009).

2.3.11.2. Métodos cuantitativos

Método de E-test

La epsilometria (E-test) es un método que integra los principios de la difusién en
disco y la dilucibon en agar para evaluar la susceptibilidad in vitro de
microorganismos. Este método es aplicable a diversos tipos de microorganismos,
incluyendo aquellos de naturaleza fastidiosa y anaerobia. La epsilometria se
caracteriza por su simplicidad y facilidad de uso, y a diferencia de la difusiéon en
disco, proporciona resultados cuantitativos. La gradiente obtenida cubre las
concentraciones adecuadas para realizar la CIM del antimicrobiano (Triantafilo,
2002).

Métodos de dilucién

Estos métodos se basan en determinar el crecimiento de un microorganismo en

presencia de una concentracion creciente de un agente antimicrobiano diluido en
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un medio de cultivo (caldo o agar). Inicialmente, se llevaron a cabo las primeras
evaluaciones utilizando conjuntos de tubos que contenian caldo de cultivo con un
rango definido del agente antimicrobiano (macrodilucion). Este método es muy
laborioso debido a la cantidad de material y las manipulaciones necesarias para
realizarlo. La implementacion del sistema de multiinoculacién mediante placas de
agar utilizando micropipetas, asi como la disponibilidad de placas de
microtitulacion, ha simplificado el uso del método de microdilucion en caldo.
Historicamente, estos métodos se han empleado para determinar la concentracion
inhibitoria minima (MIC) y la concentracion bactericida minima (MBC) de agentes
antimicrobiano (Seimc, s.f.a).

2.3.12. Salmonella sp, ubicacién taxonémica

El género Salmonella forma parte de la siguiente estructura taxonémica:

Division : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Clase : Gamma-proteobacteria
Orden : Enterobacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Género : Salmonella

Especie . Enterica

Subespecie : Enterica

Serovariedad : Typhimurium.

El género incluye 2 especies diferentes Salmonella enterica y Salmonella bongori.
S. bongori, que contiene diez serovares que son extremadamente raros, es una
especie no considerada patdégena para humanos y se ha encontrado
principalmente en animales de temperatura corporal baja, como reptiles, aunque
también se han reportado algunas enfermedades en humanos. Salmonella
enterica contiene muchas cepas patdgenas para los seres humanos, asi como
para varios reptiles, aves y mamiferos. (Betancor y Yim 2012; Holt et al., 1994).
La especie S. enterica se puede dividir en seis subespecies diferentes:
subespecies enterica (1), salamae (ll), arizonae (llla), diarizonae (lllIb), houtenae
(IV) e indica (VI). La mayoria de las subespecies se aislan principalmente de los
reptiles, por lo tanto, rara vez se asocian con infecciones humanas. No obstante,
S. enterica subespecie enterica, se aisla principalmente de mamiferos y aves,
alcanzando la cadena alimenticia infectando asi accidentalmente a los seres
humanos. Se estima que el 99 % de los casos de los casos humanos de

salmonelosis son causados por cepas de la subespecie | (Betancor y Yim 2012).
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Segun la nomenclatura actualizada que refleja los avances taxondmicos recientes,
aparte de las especies importantes S. enterica y S. bongor, se ha identificado una
tercera especie llamada S. subterranea. Este descubrimiento se hizo en marzo de
2005 a partir de una Unica cepa ambiental muy inusual, y fue aceptado
posteriormente por el Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades
(Delgado, 2015).
En cuanto a los cambios taxonomicos recientes, se han realizado modificaciones
significativas en la nomenclatura, ahora solo se conservan los nombres de los
serovares de la subespecie enterica. Estos nombres no deben ir en cursiva para
destacar que no se refieren a especies y deben comenzar con mayuscula.
Siguiendo esta ldgica y de acuerdo con las regulaciones actuales, el nhombre
correcto seria Salmonella Typhi o Salmonella enterica, subespecie enterica,
serovariedad Typhi para referirse al mismo patégeno. Sin embargo, en la practica
clinica, no es necesario mencionar el nombre de la subespecie, ya que solo se
nombran los serotipos de la subespecie enterica, como Typhimurium, London o
Montevideo. En la practica comun, se utiliza el género Salmonella seguido del
nombre del serotipo, por ejemplo, Salmonella Typhimurium. Este enfoque se
utiliza en muchos informes clinicos de laboratorios de microbiologia médica. Solo
se conservan los nombres de los serotipos de la subespecie enterica. Por lo tanto,
se recomienda seguir las nuevas convenciones abreviadas, como el uso de S.
Typhimurium en lugar de la nhomenclatura mas detallada Salmonella enterica,
subespecie enterica, serovariedad Typhimurium (Delgado, 2014; 2015).
2.3.13. Habitat
Las bacterias del género Salmonella se encuentran ampliamente distribuidas en
la naturaleza y pueden actuar como comensales y patdgenos en el tracto digestivo
de una variedad de animales, incluyendo animales domeésticos y salvajes, reptiles,
aves e insectos. Estas bacterias son responsables de numerosas enfermedades
en humanos y animales. Desde una perspectiva epidemiolégica, se pueden
clasificar en tres grupos:

e Aquellos que no muestran preferencia por un huésped en particular, por lo que
pueden infectar tanto a los seres humanos como a los animales. La mayoria de
los agentes causales de la salmonelosis se encuentran en este grupo.

e Los que solo infectan a los seres humanos se encuentran: S. enterica serovar

Typhi, S. enterica serovar Paratyphi Ay S. enterica serovar Paratyphi C.
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o Los que estan adaptados exclusivamente a un huésped animal: S. enterica
serovar Abortusovis, a los ovinos, S. enterica serovar Abortusequi, a los
equinos y S. enterica serovar Gallinarum, a las aves (Lopardo et al., s.f.).

2.3.14. Caracteristicas de Salmonella Typhimurium

Salmonella Typhimurium es un enteropatégeno primario que infecta tanto a

humanos como a animales. La infeccion comienza con el consumo de agua o

alimentos contaminados, por lo que las salmonelas llegan al epitelio intestinal y

desencadenan enfermedades gastrointestinales. El primer obstéculo a superar en

el huésped es el pH &cido del estbmago. Para proteger contra el choque acido
severo, S. Typhimurium activa la respuesta de tolerancia al &cido (ATR), que
contribuye a tener la homeostasis del pH inducible para que asi se mantenga el
pH intracelular con valores mas altos en comparacion al entorno extracelular. Las
salmonelas que han llegado al intestino delgado deben alcanzar y atravesar la
mucosa intestinal antes de encontrarse y adherirse a las células epiteliales
intestinales. En algunos pacientes, la infeccion se disemina después de la invasion
del epitelio intestinal, la entrada a los fagocitos y la posterior diseminacion. En este
caso, es adecuado utilizar una terapia antimicrobiana basada en fluoroquinolonas

y cefalosporinas de amplio espectro, de las cuales actualmente hay opciones

(Fabregay Vila, 2013).

2.3.15. La Salmonelosis

La salmonelosis es una enfermedad infecciosa que se encuentra ampliamente

distribuida a nivel mundial y puede transmitirse de animales a humanos. Se reporta

con mayor frecuencia en paises desarrollados, ya que cuentan con sistemas de
notificacion mas robustos. Esta enfermedad se considera de origen alimentario,
ya que los alimentos contaminados son la principal fuente de transmisién. Desde
una perspectiva epidemioldgica, las infecciones por Salmonella pueden causar
epidemias en la poblacion general, pero el 60-80% de los casos son esporadicos.

A veces se producen grandes brotes en hospitales, guarderias, asilos de ancianos

y restaurantes.

Puede transmitirse a las personas de manera directa o0 a través de alimentos de

origen animal que estén contaminados, como huevos crudos o semicocidos, carne

y derivados carnicos, aves (especialmente pollo y pavo), leche sin pasteurizar,

productos lacteos y agua. También se han registrado casos de brotes causados

por el consumo de frutas, jugos de frutas y vegetales crudos contaminados. Otras

fuentes de contaminacion incluyen la presencia de mascotas (perros, gatos,
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caballos, aves, tortugas e iguanas) y ciertos productos farmacéuticos de origen
animal no esterilizados (como polvo de tiroides, hormonas pancreaticas y
sustancias de la corteza suprarrenal).

Los signos y sintomas abarcan: una inflamacion aguda del tracto gastrointestinal,
dolores de cabeza, un repentino malestar abdominal, diarrea, nauseas, fiebre y
vomitos. La deshidratacién puede ser especialmente grave en nifios menores de
un afio, personas mayores y aguellos con sistemas inmunolégicos debilitados.
Aungue la salmonelosis tiene una alta tasa de incidencia, su tasa de mortalidad
es baja, a excepcion de los nifios pequefios, las personas mayores y aquellos con
sistemas inmunoldgicos comprometidos. Una infeccion que comienza con diarrea
aguda puede evolucionar hacia una infeccion focal o sepsis. El periodo de
incubacién oscila entre 6 y 72 horas, generalmente de 12 a 36 horas, y la
gastroenteritis dura entre 2 'y 72 horas. La cantidad de microorganismos necesaria
para causar infeccion varia entre 10° a 108 (Lopardo et al., s.f.).
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion de la zona de estudio

El presente trabajo de investigacion se realizo en el laboratorio de Microbiologia
Clinica e inmunologia como también en el laboratorio de bioquimica de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.
3.1.1. Ubicacion politica

Pais : Pera
Region : Ayacucho
Provincia : Huamanga
Distrito : Ayacucho

3.1.2. Ubicacién geogréfica
El laboratorio de Microbiologia Clinica e Inmunologia y el laboratorio de
Bioquimica perteneciente a areas basicas, se encuentran en la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga ubicado en el Jr. Independencia S/N°
Huamanga-Ayacucho a una latitud 13°08'43", longitud; 74°13'16" y una altitud de
2788 msnm.
3.2. Materiales
3.2.1. Muestra vegetal
La especie botanica de Coriandrum sativum “culantro” fue cultivado en el valle de
Totorilla, en el departamento de Ayacucho provincia de Huamanga distrito de
Jesus Nazareno.
e Ubicacion geografica
Por la carretera Ayacucho-Huanta S/N° Huamanga — Ayacucho a una latitud
13°08'19", longitud; 74°12'26" y una altitud de 2613 msnm.
e Obtencion de la muestra vegetal
Para la obtencién de Coriandrum sativum “culantro”, se realizé el cultivo del

mismo en un area total de terreno, 12 m de largo por 4 m de ancho, no se
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agregd ningun tipo de fertilizante, y el agua obtenida para su desarrollo fue solo
a partir de la lluvia, pues todo el proceso se realiz6 entre los meses de enero a
marzo. Posteriormente se separé en cuatro grupos, para lograr un trabajo
menos tedioso y mas ordenado, donde se encontraron muestras aptas para el
estudio, es decir plantas sanas sin amarillamiento; luego se obtuvo las hojas y
tallos de la planta para la investigacion, se procedi6 a la obtencion de la unidad
muestral para ser procesada.
3.2.2. Cepa bacteriana
La cepa bacteriana utilizada para la presente investigacion fue la de Salmonella
enterica serovar Typhimurium cepa ATCC: 14028 (obtenido de GenLab del Peru
SAC), (Anexo 9 y10).
3.3. Disefio metodolégico
3.3.1. Preparacion de las muestras vegetales
Teniendo en cuenta la preparacion de muestras vegetales descrita por Azuero
(2016) y Ardila et al. (2010), de la planta Coriandrum sativum se utilizé sélo las
hojas y tallos que contaban con un peso fresco de 3,350 g y 5,850 ¢
respectivamente, éstas se lavaron con suficiente agua destilada para eliminar
suciedades y contaminantes, fueron secadas a temperatura ambiente por tres
semanas en un lugar seco bajo cubierta y posteriormente se llevé en una estufa
marca Memmert, se dej6é a 42 °C hasta su estabilizacion, para finalmente realizar
la molienda de cada uno de los 6rganos de la planta mencionados.
3.3.2. Preparacion del extracto metandlico
Se obtuvo 850 g de tallos y 900 g de hojas (peso seco) de Coriandrum sativum ya
pulverizadas, a las que se agreg6 por cada 167 g un litro de metanol puro.
Tomando en cuenta lo descrito por Rojas et al., (2005) y Delgadillo et al. (2017),
toda la mezcla se introdujo en frascos de color ambar, fue sellada y agitada
vigorosamente por diez minutos; posteriormente se dejéo macerar durante una
semana a temperatura ambiente agitando todos los dias la mezcla. El
sobrenadante fue filtrado usando papel filtro de lenta filtracion en forma de
embudo, el producto resultante obtenido se llevdo a una estufa marca mLw-
BSU220 a 45°C por el periodo de una semana, obteniéndose asi el extracto seco.
Preparacion del extracto metandlico de la muestra vegetal a diferentes
concentraciones
Tomando en cuenta el procedimiento descrito por Corzo (2012), se pes6 5 g de

extracto crudo de las hojas y tallos de Coriandrum sativum "culantro”, y se
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solubilizé en 10mL de Dimetilsulfoxido (DMSO) de grado analitico para lograr una
concentracion inicial de 500 mg/mL, luego se obtuvo las siguientes
concentraciones decrecientes que son de 400 mg/mL, 300 mg/mL, 200 mg/mL y
100 mg/mL, todo a partir de la primera concentracion.

3.3.3. Obtencion de aceites esenciales

Teniendo como referencia el método para la obtencién de aceites esenciales
expuesto por Torrenegra et al. (2015). Las hojas y tallos colectados fueron
pesados llegando a obtener 4,500 g y 7,500 g respectivamente, fueron lavados
con agua y seleccionadas para garantizar su buen estado; seguidamente se
dejaron secar durante el periodo de tres dias donde se obtuvo muestras
semisecas, se trocearon y pesaron donde se obtuvo 1,750 g de hojas y 3,550 g
de tallos, se procesaron inmediatamente. La extraccion del AE de las hojas y tallos
se realizé para cada uno por destilaciébn por arrastre con vapor de agua
convencional. Se emple6é un equipo fabricado de manera empirica donde se
colocd del material vegetal, seleccionado y troceado, se introdujo al area de
extraccion, y por debajo de este se afiadié el agua necesaria para empezar el
proceso, el tiempo de extraccidon fue de 3-4 horas, el hidrolato se colecté en un
matraz con capacidad de 2 L. Posteriormente este llevé a peras de Bromo donde
el AE se separ6 por decantacién e inmediatamente fue almacenado en un vial
ambar de 20 mL

Dilucién del aceite esencial

Tomando como referencia el método para la determinacion de la actividad
antibacteriana de los aceites esenciales detallado por Argote et al. (2017), se
realizé la dilucién donde se obtuvo concentraciones de 500 mg/mL, 400 mg/mL
300 mg/mL, 200 mg/mL y 100mg/mL Se obtuvo un volumen final de 10 mL. Se
diluyé utilizando Tween 20.

3.3.4. Andlisis fitoquimico cualitativo

Se llevaron a cabo los analisis correspondientes para identificar la presencia o
ausencia de metabolitos secundarios importantes mediante cambios de coloraciéon
o formacion de precipitados, todos los resultados se reportaron por cruces, se llevo
a cabo solo en el caso extracto metandlico ya que para aceites esenciales no se
realiza la marcha fitoquimica.

En el caso del extracto metandlico se tomé una porcién de éste y diluyé en agua
destilada se sacudi6 por treinta segundos (Lock, 1994,).

Con la muestra disponibles se realizé los ensayos para, alcaloides, aminas,

antocianidinas, azucares reductores, flavonoides, compuestos fendlicos,lactonas
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cumarinas, quinonas, resinas, saponina, triterpenos y esteroides (Perera et al.,

2006).

Alcaloides

¢ Reaccion de Mayer. En un tubo de ensayo se resuspendié la muestra (extractos
metandlicos) a la que se afiadioé una pizca de NaCl en polvo mas tres gotas del
reactivo, donde se observé opalescencia con color naranja, rojo, marrén (+),
turbidez definida (++), precipitado coposo (+++).

e Reaccion de Dragendorff. En un tubo de ensayo se resuspendio la muestra
(extractos metandlicos) se afadié 0.5 mL de HCI dil (1% o 0,1M) se calento
suavemente y se enfrig, luego se afiadio tres gotas de reactivo de Dragendorff.
La formacion de opalescencia con color naranja, rojo, marrén (+), turbidez
definida (++), precipitado coposo (+++)., indico la presencia de alcaloides.

e Reccion de Wagner. En un tubo de ensayo se resuspendié la muestra
(extractos metandlicos) donde se afiadié 0.5 mL de HCI y posteriormente se
agrego tres gotas del reactivo de Wagner. La formacién de opalescencia con
color naranja, rojo, marrén (+), turbidez definida (++), precipitado coposo (+++).,
indico la presencia de alcaloides. (Rodriguez et al., 2020; Miranda y Cuellar,
2000).

Aminas

Ensayo de ninhidrina: Se resuspendié la muestra (extractos metandlicos) en un

tubo de ensayo donde se afiadi6 tres gotas del reactivo de ninhidrina, esta mezcla

se calenté de tres a cinco minutos. Este ensayo se considerd positivo con la

aparicion de un color azul violaceo (Miranda y Cuellar, 2000).

Antocianidinas

En un tubo de ensayo se coloc6 la muestra (extractos metandlicos) donde se

afadio 0.5 mL de HCI concentrado, la mezcla se calent6 por diez minutos, se dejé

enfriar y se afiadié 0.5 mL de agua y 1 mL de alcohol amilico; se agitd y se dej6
enfriar hasta la aparicion de dos fases. La formacion de un color rojo a marrén fue

indicativo de un ensayo positivo (Miranda y Cuellar, 2000).

Azucares reductores

Bennedict. Se resuspendié la muestra (extractos metandlicos) en un tubo de

ensayo, se agregdé 2 mL de reactivo de Benedict y se mezclé bien, se calenté en

un bafio de agua hirviendo durante cinco minutos. La aparicién de un color rojo y

un precipitado rojizo indicé un ensayo positivo (Diaz et al., s.f.; Miranda y Cuellar,

2000).
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Flavonoides

e Shinoda. En un tubo de ensayo se colocé la muestra del extracto metandlico
mas 1mL de HCI concentrado y un pedacito de cinta de magnesio metalico, se
dejo reposar por cinco minutos y se agregoé alcohol amilico, se mezclaron las
fases y se dejo reposar hasta que se hayan separado. La coloracion fue
variando segun el compuesto presente, naranja por la presencia de flavonas,
rojo por flavonoides, rojo azulado por flavonoles, verde por flavononas, verde
azulado por flavononoles y violeta por xantanos (Rodriguez et al., 2020;
Miranda y Cuellar, 2000).

e Kedde: Se dispuso en un tubo de ensayo la muestra a trabajar (extractos
metandlicos) donde se afiadié 0,5 mL de reactivo de kedde, se dej6 en reposo
de cinco a diez minutos. La aparicién de una coloracion violacea indicé un
ensayo positivo (Miranda y Cuellar, 2000).

Compuestos fenélicos

Cloruro férrico (FeCls). Este ensayo nos permitié reconocer la presencia de

compuestos fendlicos y/o taninos. A los extractos metandlicos se agrego tres

gotas de solucion de cloruro férrico al 5 %. Desarrollo de una coloracion rojo-vino,
indico la presencia de compuestos fenélicos en general; de una coloraciéon verde
intensa, taninos del tipo pirocatecdlicos; coloracion azul, taninos del tipo pirogalol,

derivados del acido galico (Coy et al., 2014).

Lactonas y cumarinas

Ensayo de Baljet. Se dispuso un tubo de ensayo donde se colocé el extracto mas

0,5 mL de solucion Baljet. Se relacion6 los cambios de color de rojo o naranja con

la presencia de sesquiterpenlactonas (Rodriguez et al., 2020).

Quinonas

Ensayo de Borntranger. En un tubo de ensayo se dispuso la muestra (extractos

metandlicos) y se afiadio 0,5mL de cloroformo méas 0,5mL de NaOH, se mezcl6 y

se dejé en reposo hasta su separacion. Si en la fase acuosa (alcalina) se colore6

de rosado (++) o rojo (+++) el ensayo se considerd positivo (Miranda y Cuellar,

2000).

Resinas

En un tubo de ensayo donde se encontraba la muestra problema se afiadié 10 mL

de agua destilada, se dejoé reposar. La aparicion de un precipitado indicé que el

ensayo fue positivo (Miranda y Cuellar, 2000).
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Saponinas

En un tubo de ensayo se colocé la muestra del extracto donde se afadié agua
destilada en una proporcién de 1:5. Se calent6 ligeramente con agitacién durante
cinco a diez minutos. La presencia de espuma y su abundancia indico la presencia
de saponinas (Rodriguez et al., 2020; Miranda y Cuellar, 2000).

Esteroides y triterpenos

Prueba de Lieberman-Burchard. En un tubo de ensayo se colocé la muestra del
extracto con 0.5mL de anhidrido acético y 0.5 mL de cloroformo. Se adicioné 2
gotas de &cido sulftrico concentrado. La aparicion de un color azul que pasa a
naranja para luego volverse verde indicd la presencia de nucleo esteroide
(Rodriguez et al., 2020).

3.3.5. Determinacion de la actividad antibacteriana

Para la determinacién de la actividad antibacteriana del extracto metandlico y
aceites esenciales de hojas y tallos de Coriandrum sativum “culantro, frente
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, se utiliz6 el Método de
Difusion de Pozos en Agar.

Preparacion del inéculo bacteriano

e Reactivacion de los cultivos bacterianos

Las cepas se encontraron congeladas, por lo que se procedid a reactivarlas
sembrando en placas Petri conteniendo Agar SS, donde se obtuvo una muestra
del cultivo bacteriano, se rayé suavemente sobre la superficie del agar, se dejé
incubando por el periodo del8 horas a una temperatura de 37° C (Instituto
Nacional de Salud [INS], 2002; Cuervo, 2010)

e Estandarizacion del in6culo bacteriano

La turbidez de la suspension fue estandarizada teniendo como referencia al
estandar 0.5 de McFarland. Las suspensiones asi ajustadas se utilizaron como
indculo dentro de los 15 minutos siguientes. Para la preparacion de la suspensién
de la cepa, se procedié tomando con asa de Kolle colonias de un cultivo masivo
en Agar SS de 18 horas de incubacién a 37°C, repicado de la cepa original. Las
asadas se disolvieron en tubos de vidrio estériles con 5 mL de SSF al 0.9% hasta
alcanzar la turbidez del estandar; se comparé la turbidez de las suspensiones
poniendo los tubos frente a un papel blanco o una tarjeta de archivo con lineas
negras (Garcia y Herrera, 2007; Cavalieri y American Society for Microbiology,
2009).
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Preparacion del medio de cultivo

El medio de cultivo fue preparado utilizando la base deshidratada siguiendo las
instrucciones proporcionadas por el fabricante, se llevo a esterilizar a la autoclave
a 121°C £ 1°C durante 15 minutos; y se dejé enfriar en bafio de agua hasta que
alcance los 45°C - 50°C. Se distribuy6 el medio en placas Petri estériles (60 mL —
70 mL, 25 mL — 30 mL o 20mL para placas de 150 mm,100 mm o 90 mm de
diametro interno respectivamente), de manera que el grosor del agar en la placa
fue de 4 mm (INS, 2002).

Inoculacién de las placas

A los 15 minutos de haber ajustado la turbidez de la suspensién del inéculo se
introdujo un hisopo de algodén estéril en la suspension. Aplicando una presion
firme contra la pared interna del tubo, justo por encima del nivel del liquido, se giré
el hisopo para eliminar el exceso de liquido. Luego, se realizé un estriado en tres
ocasiones sobre toda la superficie del medio, rotando la placa aproximadamente
60 grados después de cada aplicacién para lograr una distribucion uniforme del
in6culo. Finalmente, se paso el hisopo alrededor de todo el borde de la superficie
y se dejé secar cinco minutos antes de realizar los pozos (Perilla et al., 2004;
Seimc, s.f.a).

Después, se procedio a realizar los pozos en la superficie de los medios de agar
utilizando un sacabocados estéril de 6 mm de diametro. En cada uno de estos
pocillos, se afiadieron 20 pL de los extractos, estandares y controles respectivos.
Se permitié un tiempo de reposo de 30 minutos para posteriormente incubarlos
(Rojas et al., 2005)

Susceptibilidad antibacteriana con el control positivo (Ciprofloxacino 5ug)
Se depositd, en la superficie de agar de las placas de Petri previamente inoculada
con el microorganismo, discos de antibiético (Ciprofloxacino 5 pg) se realizé
manualmente con pinzas estériles. Se observé que este contacte perfectamente
con la superficie del agar, por lo que se presiond ligeramente sobre la superficie.
Una vez que el disco de antibiético entr6 en contacto con la superficie himeda del
agar, el filtro absorbi6 el agua y el antibiético se dispersé a través del agar, se
difundi6é radialmente a lo largo del grosor del mismo, creando un gradiente de
concentracion a partir del disco. Se dejo incubar (Seimc, s.f.a).

Incubacién

Se incubaron todas las placas invertidas (agar en la parte superior), en grupos no
superiores a 5 placas, a 37°C en atmésfera aerdbica. Las placas se incubaron por

el periodo de 24 horas (Seimc, s.f.a).
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Utilizacion de controles

Control negativo

Dimetilsulfoxido (DMSOQO) y Tween 20.

Control positivo

Ciprofloxacino de 5 ug (5 repeticiones).

Disefio del cuasi experimento

Formar 5 grupos y cada una de 5 repeticiones.

Método de difusion de pozos en agar

Grupo I: Administrado con extracto metandlico o aceite esencial a una
concentracion de 500 mg/mL.

Grupo Il: Administrado con extracto metandlico o aceite esencial a una
concentracion de 400 mg/mL.

Grupo Ill: Administrado con extracto metandlico o aceite esencial a una
concentracion de 300 mg/mL.

Grupo IV: Administrado con Extracto metandlico o aceite esencial a una
concentracion de 200 mg/mL.

Grupo V: Administrado con Extracto metandlico o aceite esencial a una
concentracion de 100 mg/mL.

Lectura de placas

Se registraron los didmetros de las areas de inhibiciébn completa, incluyendo el

didmetro del disco o del pozo, utilizando un vernier. Se aseguré que la parte

posterior de la placa Petri estuviera iluminada con una fuente de luz reflejada

situada a unos centimetros por encima de un fondo negro. Se tuvo cuidado de

observar la placa siguiendo una linea vertical directa para evitar errores en la

lectura de las marcas del vernier debido a efectos de paralelismo (INS, 2002).

3.3.6. Calculo del porcentaje de inhibicién

El porcentaje de inhibicion se calcul6 mediante la férmula 1, teniendo como

referencia los promedios de las medidas que se obtuvieron, a partir de la medicién

del diametro de la zona de inhibicion del control positivo y de los halos de los

extractos testeados (Corzo, 2012).

Férmula 1.

% de inhibici (Diametro halo de inhibicion — diametro halo del blanco) 100
= *
0 ¢t miubicion (Diametro halo de control positivo — diametro halo del blanco)
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3.3.7. Determinacidn de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Para determinar la concentracion minima inhibitoria se utilizo el método de dilucion

en Agar detallado en Seimc (s.f.a) y Seimc. (s.f.b):

e Se usaron diez placas Petri pequefas estériles para las concentraciones de
100 mg/mL, 90 mg/mL, 80 mg/mL,70 mg/mL, 60 mg/mL, 50 mg/mL, 40 mg/mL,
30 mg/mL, 20 mg/mL y 10 mg/mL, para cada uno de los cuatro extractos,
haciendo un total de 40 placas.

e Se prepararon las concentraciones respectivas para cada uno, ya que en cada
placa Petri se usaron 10 mL de medio Agar Mueler hinton, los extractos se
prepararon diez veces su concentracion inicial para que por cada 1mL se
encuentre la concentracion a estudiar.

e Se verti6 1 mL del antibacteriano (extracto metandlico o aceite esencial de
tallos y hojas, diluidos en DMSO y Tween 20 respectivamente) en dichas
placas, posteriormente se afiadidé a cada una de ellas 10 mL de agar Mieller
Hinton, evitando la formacion de burbujas que dificultarian la posterior
inoculacion de las placas, se dej6 solidificar por el periodo de 24 horas.

e Transcurrido el tiempo se afiadi6 a cada una de las placas 2 pL de la
suspension bacteriana que corresponde al estandar 0,5 de la escala de
MacFarland.

e Se dej6 incubar por el periodo de 24 horas para poder observar los resultados,
se considerd la ultima concentracién en la que hubo crecimiento.

3.3.8. Determinacion de la concentracién minima bactericida (CMB)

e Transcurrida las 24 horas para determinar la CMI se anotaron los resultados,
posterior se volvid a incubar las placas por otras 24 horas mas, dando un total
de 48 horas de incubacién para la determinacion de CMB

e Al pasar las 48 horas se anotaron los resultados obtenidos, se considerd la
dltima concentracion en la que hubo crecimiento. (Seimc, s.f.b).

3.4. Alcance de investigacion

Estudio explicativo. Basicamente este tipo de investigacion pretende establecer

las causas de los sucesos o fenédmenos que se estudian y es qué condiciones se

manifiestas ademas de por qué se relacionan dos o méas variables (Hernandez et

al., 2014).

3.5. Disefo de investigacion

Cuasiexperimental. En este disefio, se controla con plena deliberacién al menos

una variable independiente con el fin de observar su impacto en una o mas
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variables dependientes. Ademas, en este caso, los sujetos no son asignados
aleatoriamente a los grupos ni emparejados, sino que los grupos ya estan
formados antes del experimento. En resumen, el origen y la composicion de los
grupos son independientes y separados del experimento en si (Hernandez et al.,
2014).

3.6. Anélisis estadistico

Para establecer si hubo diferencias de los halos de inhibicién por solucion se
realizaron pruebas de normalidad y homogeneidad junto a un ANOVA (analisis de
varianza), utilizando el programa estadistico spss. Se aplicé la prueba de
comparaciones mdltiples de Tukey, con lo que se evalu6 las diferencias

significativas entre los diferentes tratamientos.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Actividad antibacteriana de Coriandrum sativum "culantro" sobre Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho 2022.

. . Actividad antibacteriana de Coriandrum sativum "culantro”
Especie bacteriana

Extracto metanélico Aceite Esencial Blanco
Salmonella enterica serovar
+ + -
Typhimurium ATCC 14028
Leyenda:
No presenta actividad antibacterina : -
Presenta actividad antibacterina T+
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Tabla 2. Promedio de halos de inhibicidon de los extractos metandlicos y aceites esenciales
de Coriandrum sativum "culantro" sobre Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC
14028, Ayacucho 2022.

Actividad antibacteriana sobre cepa

Tipode  o6rganode Concentracion de Salmonella enterica serovar
extracto la planta (mg/mL) Typhimurium ATCC 14028
Promedio de halos de inhibicion (mm)
500 13,7
400 11,3
Hojas 300 11,0
200 104
Extracto 100 8,8
metanolico 500 13,9
400 13,2
Tallos 300 12,4
200 10,6
100 8,8
500 13,6
400 10,6
Hojas 300 10,1
200 8,7
Aceites 100 8,2
esenciales 500 14,4
400 11,8
Tallos 300 11,7
200 11,5
100 9,5
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Tabla 3. Porcentaje de inhibicién de los extractos metandlicos y aceite esencial de hojas
y tallos Coriandrum sativum "culantro" en comparacién al estandar de ciprofloxacino (5ug)
sobre Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho 2022.

Actividad antibacteriana sobre cepa de
Tipo de 6rgano de Concentracién Salmonella enterica, serovar Typhimurium

extracto la planta (mg/mL) ATCC 14028
Porcentaje de inhibicion (%)
500 44,3
400 36,4
Hojas 300 35,5
200 33,7
Extracto 100 28,4
metandlico 500 45,8
400 43,5
Tallos 300 40,9
200 34,9
100 29,1
500 43,0
400 33,4
Hojas 300 32,0
200 27,5
Aceites 100 26,0
esenciales 500 46,3
400 37,9
Tallos 300 37,5
200 37,0
100 30,7
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Tabla 4. Concentracién minima inhibitoria y concentracién minima bactericida de los
extractos metandlicos y aceite esencial de hojas y tallos de Coriandrum sativum "culantro”
en cepa de Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho 2022.

Organo de  Actividad antibacteriana sobre Salmonella enterica

Tipo de
Coriandrum serovar Typhimurium ATCC 14028 (mg/mL)
extracto .
sativum CMI CMB
. Hojas 60 70
Metanoélico
Tallos 70 80
Aceites Hojas 80 90
esenciales Tallos 70 80
L d CMI : Concentraciéon minima inhibitoria
eyenda CMB . Concentraciéon minima bactericida
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Tabla 5. Marcha fitoquimica cualitativa de extractos metandlicos de hojas y tallos de
Coriandrum sativum “culantro”, Ayacucho 2022.

Metabolito secundario Reaccion Resultados
Hojas Tallos
Dragendorf + +
Alcaloides Mayer - ++
Wagner + ++
Aminas Ninhidrina +++ +++
Antocianidinas HCI (c) + ++
AzUcares reductores Bennedict - +
Flavonoides Kedde ) )
Shinoda + + +++
Compuestos fendlicos FCls ++ ++
Lactonas y cumarinas Baljet - +++
Quinonas Borntranger - -
Resinas Ensayo de precipitado - ++
Saponina Ensayo de espuma +++ +++

Triterpenos y esteroides Lieberman-Burchard - -

Trazas: +
Cantidad moderada: ++
Cantidad abundante:  +++
No detectable: -

Leyenda
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V. DISCUSION

En la tabla 1 se muestra que los extractos metandlicos y aceite esencial de
Coriandrum sativum “culantro” presenta actividad antibacteriana sobre la cepa de
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.

Azuero (2016) en su investigacion, donde el extracto metandlico obtenido de las
hojas de Coriandrum sativum, ante cepas bacterianas Gram positivas
(Staphyloccocus aureus) y Gram negativas (Escherichia coliy P. aeruginosa) y un
hongo patégeno (Candida albicans). Reporta que el extracto examinado de
Coriandrum sativum, mostré un efecto bactericida frente a cada una de las cepas
bacterianas con las que se trabajd, lo que demuestra el valor de esta especie en
la produccion de fitofarmacos con propiedades antibéticas.

Contrario a este argumento, en la investigacién de Jimenez e Iman (2016), se hizo
uso del método de difusién en disco y el método de macrodilucién para evaluar la
actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de cilantro y sachaculantro,
reporta en sus conclusiones que no se observé ningan halo de inhibicién, lo que
confirma que las cepas bacterianas Escherichia coli y Salmonella sp. utilizados en
el estudio exhiben resistencia al extracto etanalico.

Teniendo en cuenta dicha informacion, se conoce el por qué en la presente
investigacion se trabajé con extractos metandlicos para evaluar la actividad
antibacteriana del Coriandrum sativum “culantro”, frente a Salmonella entérica
serovar Typhimurium ATCC 14028, ya que los resultados varian de acuerdo al
solvente utilizado, esto debido a la diferentes caracteristicas quimicas y fisicas
como la polaridad que poseen; se tiene en cuenta también el grado de pureza con
la que se utiliza el solvente.

En la tabla 2 muestra la actividad antibacteriana que fue expresada como
promedios de halos de inhibicion, que present6 tanto el extracto metandlico y

aceite esencial de hojas y tallos de Coriandrum sativum, frente a Salmonella
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enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, donde se puede observar que el
mayor promedio de los halos de inhibicidn se presenta en el aceite esencial de
tallos con 14,4 mm seguido por el extracto metandlico de tallos con 13,9 mm, en
caso de hojas en aceite esencial y extracto metandlico se obtuvo 13,6 mmy 13,7
mm respectivamente.

En relacién a las pruebas estadisticas inicialmente se realizaron pruebas de
normalidad y homogeneidad, consiguiente se realizé una prueba de andlisis de
varianza (ANOVA), para poder observar si los datos tienen o no distribucion
normal se realizé la prueba de Shapiro Wilk (anexo 3), donde en todos los casos,
tanto en extracto metandlico y aceite esencial de hojas y tallos, se obtuvo una
significancia mayor a 0,05 (acepta la hipotesis nula), estableciéndose asi que los
datos tienen una distribucibn normal. Con respecto a la homogeneidad de
varianzas se realizé la prueba de Levene donde, como en el caso anterior se
obtuvo una singinificancia mayor a 0,05, asegurando que los grupos son
homogéneos. Teniendo en cuenta todo esto en la prueba de andlisis de varianza
(anexo 5) se obtuvo un p-valor=0,000; siendo este menor a 0,05 (rechaza la
hipétesis nula) lo que indica que existe diferencia estadistica significativa entre las
medias de cada una de las concentraciones esto se observa tanto para el extracto
metandlico y para el aceite esencial de hojas y tallos de Coriandrum sativum sobre
la cepa de Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.

Para saber cuales medias son las que difieren se aplicé la prueba de Tukey, donde
se observa que existe diferencia significativa intragrupo tanto para el extracto
metandlico y aceite esencial de hojas y tallos de Coriandrum sativum.

En cuanto al extracto metandlico de hojas (anexo 6.1.1), se observa gque se
formaron tres subconjuntos o grupos, donde las concentraciones de 100 mg/mL y
200 mg/mL se encuentran en el subconjunto 1, es decir, estas dos
concentraciones tienen igual actividad antibacteriana, lo mismo en el caso de 200
mg/mL, 300 mg/mL y 400 mg/mL que al encontrarse en el subconjunto 2 tienen
también igual actividad antibacteriana. Para el extracto metandlico de tallos (anexo
6.1.2), se muestra que también se formaron tres subconjuntos o grupos, pero en
este caso las concentraciones 100 mg/mL y 200 mg/mL, tienen igual actividad
antibacteriana, lo mismo con las concentraciones 300 mg/mL y 400 mg/mL
(subconjunto 2), y finalmente las concentraciones 300 mg/mL, 400 mg/mL y 500
mg/mL que al encontrarse en el subconjunto 3 hace que se deduzca que éstas

también poseen igual actividad antibacteriana.
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En el caso del aceite esencial de hojas (anexo 6.2.1) se forman cuatro sub
conjuntos, donde las concentraciones de 100 mg/mL y 200 mg/mL tienen igual
actividad antibacteriana lo mismo en el caso de las concentraciones de 200 mg/mL
y 300 mg/mL, 300 mg/mL y 400 mg/mL, a excepcién de 500 mg/mL que presenta
diferente actividad antibacteriana; en el aceite esencial de tallos (anexo 6.2.2) las
concentraciones que van de 100 mg/mL a 300 mg/mL presentan igual actividad
antibacteriana, lo mismo con las concentraciones que van de 200 mg/mL a 400
mg/mL, y finalmente de 400 mg/mL y 500 mg/mL que describe el mismo caso.
Como se muestra en la descripcibn de los resultados existe actividad
antibacteriana por parte del extracto metandlico y aceites esenciales de hojas y
tallos de culantro, pero este efecto se encuentro también en el caso de aceites
esenciales de semillas del mismo espécimen, como describe Ortufio (2019) al
realizar pruebas en placa de Petri invertida en el que se obtuvieron halos de
inhibicion de hasta 20 mm y 17 mm usando concentraciones de 100% y 50% de
aceite esencial de semillas de cilantro en este caso sobre Xanthomona sp. (p. 97).
Ello nos indica que aparte del aceite esencial de hojas y tallos, también el aceite
de semillas posee actividad antibacteriana, se puede evidenciar que es contra
diversas bacterias; por lo que también se utilizan diferentes solventes para
comprobar si el extracto obtenido posee actividad antibacteriana.

Es asi que segun Ardila et. al (2010) en los resultados de su investigacion reporta
que cuando se determiné la actividad antibacteriana de Coriandrum sativum,
sobre el crecimiento de Clostridium perfringens mostré actividad inhibitoria en
extractos obtenidos a partir de una mezcla de hexano-diclorometano. El diametro
de todos los extractos que mostraron inhibicion en comparacién con la
vancomicina oscil6 entre 72% y 133% de inhibicion. (p. 52)

En la tabla 3 se describe los porcentajes de inhibicion obtenidos del extracto
metandlico y aceite esencial de hojas y tallos de Coriandrum sativum sobre
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028; se observé que el mayor
porcentaje de inhibicion hallado en comparacion al estandar ciprofloxacino (5 pg),
se obtuvo por parte del aceite esencial de tallos con un 46,3% seguido del extracto
metandlico y aceite esencial de hojas con 44,3 % y 43,0 % respectivamente.

En caso de otra especie botanica utilizada como lo describe Diaz (2018) en los
resultados de su investigacién donde se evaluo la actividad inhibitoria de las hojas
de la especie Brunfelsia grandiflora “sanango” sobre Salmonella Typhimurium y

Escherichia coli haciendo uso del extracto Hexano-Etanol (70:30) generado
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mediante extraccién Soxhlet, mediante el método microbiolégico de Kirby-Bauer,
teniendo como resultado un porcentaje de efecto inhibitorio para Escherichia coli
del 4,28% haciendo uso del extracto concentrado y 3,94% a una dilucion 9:1 del
mismo, en caso de Salmonella typhimurium se obtuvo un 7,89% usando el extracto
concentrado.

También como describe Vega et al. (s.f.): el extracto etandlico de Justicia spicigera
en concentraciones < 2,5 mg/mL inhibié el crecimiento de Shigella flexneri,
Salmonella typhi, Salmonella Typhimurium, Escherichia coli y Staphylococcus
aureus. La fraccion de hexano mostro actividad inhibitoria sobre el crecimiento
bacteriano a concentraciones < 1,25 mg/mL, asi como el de Candida albicans
(0,25 mg/mL). Estos hallazgos respaldan la utilizacion empirica de Justicia
spicigera en el manejo de la disenteria.

Estos datos obtenidos a partir del trabajo realizado y de las diferentes
investigaciones dan a conocer que a mayor concentracion se obtiene un mayor
porcentaje de inhibicion, en este caso la mayor concentracion usada fue de 500
mg/mL.

En la tabla 4 se muestra la concentracion minima inhibitoria y bactericida para el
extracto metanolico y aceite esencial de hojas y tallos de Coriandrum sativum
donde para el extracto metanodlico y aceite esencial de tallos se encontraron
resultados iguales con un CMI de 70 mg/ mL y una CMB de 80 mg/ mL, con
respecto al extracto metandlico de hojas, presenté un CMI de 60 mg/ mL y CMB
de 70 mg/ mL, el aceite esencial de hojas un CMI de 80 mg/ mL y CMB de 90 mg/
mL.

Estos resultados siempre van a variar segun el tipo de extracto que se use en las
diferentes investigaciones, o segun las condiciones en las que se realice; como
en el caso de la investigacion de Ardila et. al (2010) donde explica que se obtuvo
extractos de hojas y tallos de Coriandrum sativum “culantro” utilizando diferentes
solventes, donde las concentraciones minimas inhibitorias (MIC) vy
concentraciones minimas bactericidas (MBC) de diferentes diluciones del extracto
obtenido a partir de la mezcla de hexano-diclorometano, mostré6 mas del 50% de
inhibicion, sobre Clostridium perfringens.

En la investigacion descrita por Vélez et al. (2020) donde evallGa la actividad
antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de Linum usitatissimum “lino” ante los
agentes patégenos Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) y Salmonella Typhi

(ATCC 9298) se utilizo la presencia 0 ausencia de turbidez en los tubos después
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del periodo de incubacién para determinar que la concentracién minima inhibitoria
(CIM) es de 5 mg/mL para ambos microorganismos. Luego, a través de un
subcultivo de los tubos sin turbidez, se determind que la concentracion minima
bactericida (CBM) es de 10 mg/mL para ambos microorganismos

En la tabla 5 se observa la marcha fitoquimica realizada solo para el extracto
metandlico de hojas y tallos de Coriandrum sativum, en ambos casos hay
presencia de aminas y saponinas en cantidad abundante; flavonoides solo en el
caso del extracto de tallos; en cantidad moderada para ambos extractos solo se
encontré compuestos fendolicos; alcaloides también en el extracto metandlico de
tallos, la presencia de estos metabolitos secundarios en la estructura quimica de
los extractos también explica la actividad antibacteriana que ejerce sobre la cepa
de Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.

Como indican Pefiarrieta et al. (2014) en las plantas se pueden identificar una
amplia variedad de compuestos fendlicos, los cuales se clasifican en diversos
grupos funcionales. Estos compuestos fendélicos desempefian diversas funciones
metabdlicas en las plantas, incluyendo el crecimiento, la reproduccién y la
proteccién contra patégenos externos y los depredadores.

Dentro de los compuestos fenélicos se encuentran los flavonides, con respecto a
este compuesto se ha documentado su actividad hepatoprotectora, antialérgica,
antitrombaotica, anticancerigena, principalmente antibacteriana y antifingica. Por
estas razones fue claramente necesario conocer los valores de flavonoides
presentes en el extracto metandlico tanto de tallos y hojas (Soto, 2015)

Las saponinas segun Carvajal et al. (2008) son compuestos glucosidicos cuya
aglicona esta compuesta por un ndcleo esteroidal o triterpénico. Esta estructura
particular les otorga propiedades anféteras, lo que les permite actuar como
tensioactivos. Debido a su naturaleza tensioactiva, las saponinas desestabilizan
la membrana celular.

Los alcaloides segun lock (1994) constituye el grupo mas grande de metabolitos
secundarios de las plantas, estas manifiestan significante actividad farmacoldgica.
En el caso de los aceites esenciales uno de los compuestos principales que lo
conforma es el linalool, este se encuentra dentro de los terpenos, posee una
amplia variedad de propiedades farmacolégicas que van desde propiedades
antisépticas, antifingicas y antimicrobianas. El linalool interrumpe la via de
sintesis de lipopolisacaridos extracelulares y activa el metabolismo de acidos

grasos y funcién ribosémica para compensar el dafio de la membrana celular.
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El metabolismo es gravemente alterado por el linalool y multiples ATP sintasas
son sobreexpresadas, por lo que no se puede garantizar el consumo de ATP. La
sobreexpresion simultdnea de mudltiples proteinas ribosémicas funcionales y
transportadores hace que se produzca una carga adicional que hace que las
células lleguen a colapsar (Bueno y Mendez, 2015; Li et al., 2022).

Por todo lo mencionado el estudio que brinda informacion acerca de la presencia
de diferentes metabolitos secundarios, mediante el tamizaje fitoquimico, en los
diferentes extractos, es de vital importancia para saber cual es la razén que
relaciona la propiedad antibacteriana de un extracto sobre una determinada cepa
fungica o bacteriolégica.
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VI. CONCLUSIONES

Los extractos metandlicos y aceites esenciales de hojas y tallos de
Coriandrum sativum “culantro” presentan actividad antibacteriana sobre
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.

El mayor promedio del didmetro de los halos inhibicién del extracto metandlico
y aceites esenciales de Coriandrum sativum “culantro”, sobre Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, a una concentracion de 500
mg/mL se obtuvo de los tallos con 13,9 mm y 14,4 mm respectivamente.

A mayor concentracién (500 mg/mL) se obtuvo mayor porcentaje de
inhibicién, donde los valores mas altos fueron de los extractos metandlicos y
aceites esenciales a partir de tallos de Coriandrum sativum “culantro”, con
45,8% y 46,3%, respectivamente.

La concentracion minima inhibitoria del extracto metandlico de Coriandrum
sativum “culantro, sobre Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC
14028en tallos, 70mg/mL, hojas 60 mg/mL; en cuanto a los aceites
esenciales, hojas 80 mg/mL; tallos 70 mg/mL.

La concentracion minima bactericida del extracto metanolico de Coriandrum
sativum “culantro”, sobre Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC
14028 en tallos 80mg/mL, hojas 70 mg/mL; para aceites esenciales, hojas 90
mg/mL; tallos 80 mg/mL.

Se determiné cualitativamente la presencia de metabolitos secundarios en el
extracto metandlico de Coriandrum sativum “culantro”, en hojas las aminas y
saponinas se encuentran en cantidad abundante, mientras que en tallos

fueron aminas, flavonoides, lactonas y cumarinas, finalmente saponinas.
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VIl. RECOMENDACIONES

Si se desea obtener aceites esenciales de especies vegetales no utilizadas
usualmente para este proceso, se recomienda considerar que se debe
trabajar con grandes cantidades de muestra para adquirir lo necesario, ya que
su cantidad es minima.

Para obtener mejor rendimiento en la obtenciébn de aceite esencial es
recomendable utilizar muestras semisecas, mas no frescas ni secas.

Al utilizar la Pera de Bromo para la decantacién del aceite esencial es adn
mas productivo realizarlo con la tapa semiabierta para mejores resultados.
Para el caso de la dilucién del extracto metanélico seco, se recomienda al
menos dejar por 48 horas en contacto con el diluyente que es el DMSO, sin

contacto a la luz, para asi poder obtener una mezcla homogénea.
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Anexo 1. Base de datos de la actividad antibacteriana sobre Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028.

Actividad antibacteriana sobre Salmonella

Tipo de organo Concent. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 '
extracto cla (mg/mL) Halos de inhibicién (mm) Promedio Porcentaje
planta halo de de
rl r2 r3 r4 5 inhibicién inhibicion
500 13,6 14,8 13,5 14,2 12,6 13,7 44,3
400 124 99 11,5 10,9 11,8 11,3 36,4
Hojas 300 11,9 10,1 12,1 11,8 9,1 11,0 35,5
200 94 10,2 11,0 12,1 9,5 10,4 33,7
Extracto 100 77 82 101 7,4 10,6 8,8 28,4
metandlico 500 13,4 12,5 16,1 139 13,6 13,9 45,8
400 14,0 14,9 12,5 12,1 12,5 13,2 43,5
Tallos 300 11,9 13,3 13,4 12,5 10,9 12,4 40,9
200 96 10,6 104 11,2 11,1 10,6 34,9
100 81 93 78 99 90 8,8 29,1
500 13,5 13,7 12,6 13,1 149 13,6 43,0
400 10,7 11,0 94 10,1 116 10,6 33,4
Hojas 300 116 93 88 98 11,0 10,1 32,0
200 79 93 80 89 94 8,7 27,5
Aceites 100 82 85 84 74 86 8,2 26,0
esenciales 500 14,2 14,1 13,0 15,4 15,3 14,4 46,3
400 13,3 10,8 14,2 11,2 119 11,8 37,9
Tallos 300 11,3 12,1 12,8 11,4 10,8 11,7 37,5
200 11,0 10,8 11,0 12,9 119 11,5 37,0
100 11,3 81 110 88 85 9,5 30,7
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Anexo 2A. Concentracion minima inhibitoria y concentracion minima bactericida
del extracto metandlico de hojas y tallos de Coriandrum sativum en cepa de
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.

Actividad antibacteriana sobre
Salmonella enterica serovar

Tipo de Organo de Concentracion Typhimurium ATCC 14028

extracto la planta mg/mL CMI CMB
24 horas 48 horas
100 - -
90 - -
80 - -
70 - _CMB
60 - +CMI
Hojas 50 . .
40 + +
30 + +
20 + +
Extracto 10 + +
metandlico 100 - -
90 - -
80 - _CMB
70 - +CMI
60 + +
Tallos 50 . .
40 + +
30 + +
20 + +
10 + +
Leyenda + Con crecimiento bacteriano

- Sin crecimiento bacteriano
CMB  Concentracién minima bactericida
CMI Concentraciéon minima inhibitoria
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Anexo 2B. Concentracion minima inhibitoria y concentracion minima bactericida
de aceites esenciales de hojas y tallos de Coriandrum sativum en cepa de
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.

Actividad antibacteriana sobre
Salmonella enterica serovar

Tipo de Organo de Concentracion Typhimurium ATCC 14028

extracto la planta mg/mL CMI CMB
24 horas 48 horas
100 - -
90 - _CMB
80 . +CMI
70 + +
60 + +
Hojas - . .
40 + +
30 + +
20 + +
Aceites 10 + +
esenciales 100 - -
90 - -
80 - _CMB
70 - +CMI
60 + +
Tallos 50 .\ .\
40 + +
30 + +
20 + +
10 + +
Leyenda + Con crecimiento bacteriano

- Sin crecimiento bacteriano
CMB Concentracién minima bactericida
CMI Concentraciéon minima inhibitoria
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Anexo 3. Prueba de normalidad: Shapiro Wilk de los extractos metandlicos y
aceite esencial de hojas y tallos de Coriandrum sativum; concentracion vs halo de
inhibicion.

3.1. Extracto metandlico

3.1.1. Hojas
i Shapiro-Wilk
Concentracion (mg/mL) Estadistico gl Sig.
100 866 5 ,249
200 913 5 ,488
300 ,833 5 , 146
400 975 5 ,907
500 ,981 5 ,940
*Esto es un limite inferior de la significancia verdadera
a. Correcion de la significancia de lilliefors
3.1.2. Tallos
L, Shapiro-Wilk
Concentracion (mg/mL) Estadistico gl Sig.
100 ,951 5 142
200 ,922 5 ,540
300 ,925 5 ,566
400 ,864 5 ,243
500 885 5 331
*Esto es un limite inferior de la significancia verdadera
a. Correcion de la significancia de lilliefors
3.2. Aceite esencial
3.2.1. Hojas
e Shapiro-Wilk
Concentracién (mg/mL) Estadistico gl Sig.
100 816 5 ,108
200 850 5 ,196
300 941 5 ,676
400 989 5 ,976
500 949 5 728
*Esto es un limite inferior de la significancia verdadera
a. Correcion de la significancia de lilliefors
3.2.2. Tallos
e Shapiro-Wilk
Concentracién (mg/mL) Estadistico gl Sig.
100 835 5 ,150
200 ,837 5 , 157
300 ,955 5 , 769
400 ,930 5 ,598
500 911 5 473

*Esto es un limite inferior de la significancia verdadera
a. Correcion de la significancia de lilliefors
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Anexo 4. Prueba de homogeneidad de varianzas: estadistico de Levene, de los
extractos metandlicos y aceite esencial de hojas y tallos de Coriandrum sativum.

4.1. Extracto metanélico
4.1.1. Hojas

Estadistico de

Estadisticos Levene gll Sig.
Se basa en la media 1,518 4 ,235
Se basa en la mediana ,329 4 ,855
Se basa en la mediana y con gl de ajustado ,329 4 ,854
Se basa en la media recortada ,142 4 ,266
4.1.2. Tallos
Estadisticos Estadistico de gl Sig.
Levene
Se basa en la media ,660 4 ,627
Se basa en la mediana ,225 4 ,921
Se basa en la mediana y con gl de ajustado ,225 4 ,920
Se basa en la media recortada ,626 4 ,650
4.2. Aceite esencial
4.2.1 Hojas
Estadisticos Estadistico de gl1 Sig.
Levene
Se basa en la media 1,452 4 ,254
Se basa en la mediana ,829 4 522
Se basa en la mediana y con gl de ajustado ,829 4 ,525
Se basa en la media recortada 1,429 4 ,261
4.2.2. Tallos
Estadisticos Estadistico de gll Sig.
Levene
Se basa en la media 2,213 4 , 104
Se basa en la mediana ,568 4 ,689
Se basa en la mediana y con gl de ajustado ,568 4 ,689
Se basa en la media recortada 2,123 4 , 116
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Anexo 5. Prueba de analisis de varianza de los extractos metandlicos y aceite
esencial de hojas y tallos de Coriandrum sativum.

5.1. Extracto metandlico

5.1.1. Hojas

o, Suma de Media .
Halo de inhibicion (mm) cuadrados gl cuadratica Sig.
Entre grupos 63,678 4 15,919 11,808 ,000
Dentro de grupos 26,964 20 1,348
Total 90,642 24
5.1.2. Tallos

L, Suma de Media .
Halo de inhibicién (mm) cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 85,484 4 21,371 19,592 ,000
Dentro de grupos 21,816 20 1,091
Total 107,300 24
5.2. Aceite esencial
5.2.1. Hojas

o, Suma de Media .
Halo de inhibicién (mm) cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 87,978 4 21,995 30,909 ,000
Dentro de grupos 14,232 20 712
Total 102,210 24
5.2.2. Tallos

e, Suma de Media .
Halo de inhibicién (mm) cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 63,778 4 15,194 11,426 ,000
Dentro de grupos 26,596 20 1,330
Total 87,374 24
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Anexo 6. Comparacion de medias de Tukey de los halos de inhibicion de los
extractos metandlicos y aceite esencial de hojas y tallos de Coriandrum sativum.

6.1. Extracto metanélico

6.1.1. Hojas

Concentracién N Subconjuntos para alfa =0.05
(mg/mL) 1 2 3

100 5 8,8000

200 5 10,4400 10,4400

300 5 11,0000

400 5 11,3000

500 5 13,7400

Sig ,208 767 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 5,000

6.1.2. Tallos
Concentracion N Subconjuntos para alfa =0.05
(mg/mL) 1 2 3
100 5 8,8200
200 5 10,5800 10,5800
300 5 12,4000 12,4000
400 5 13,2000
500 5 13,9000
Sig ,096 ,080 ,195

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 5,000

6.2. Aceite esencial

6.2.1. Hojas
Subconjuntos para alfa =0.05

Concentracion N

(mg/mL) 1 2 3 4
100 5 8,2200
200 5 8,7000 8,7000
300 5 10,1000 10,1000
400 5 10,5600
500 5 13,5600
Sig ,894 ,103 ,907 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 5,000

6.2.2. Tallos

Concentracion N Subconjuntos para alfa =0.05
(mg/mL) 1 2 3

100 5 9,5400

200 5 11,5200 11,5200

300 5 11,6800 11,6800

400 5 12,2800 12,2800

500 5 14,4000

Sig ,056 ,833 ,059

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 5,000
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Anexo 7. Disefio de experimento de las concentraciones establecidas para el
extracto metandlico y aceite esencial de hojas y tallos de Coriandrum sativum con
sus respectivos grupos control.

PARA EXTRACTO METANOLICO
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500 mg/mL
Hojas 400 mg/mL
300 mg/mL
200 mg/mL
GRUPO 100 mg/mL
ACTIVIDAD EXPERIMENTAL \
ANTIBACTERIANA 500 mg/mL
DE Coriandrum

sativum 400 mg/mL

Tallos
300 mg/mL
200 mg/mL
100 mg/mL

GRUPO CONTROUY—>] DMSO

PARA ACEITES ESENCIALES
500 mg/mL
Hojas 400 mg/mL
300 mg/mL
200 mg/mL
GRUPO 100 mg/mL
EXPERIMENTAL \
ACTIVIDAD 500 mg/mL
ANTIBACTERIANA 400 mg/mL
DE Coriandrum Tallos 300 mg/mL
sativum
200 mg/mL
100 mg/mL
GRUPO CONTROY—>] Tween 20



Anexo 8. Cotizacion de cepa bacteriana Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Typhimurium cepa ATCC: 14028.
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Anexo 9. Comprobante de pago de la cepa bacteriana Salmonella enterica subsp.

enterica serovar Typhimurium cepa ATCC: 14028.
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Anexo 10. Certificado de identificacion botanica de Coriandrum sativum “culantro”.

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ. BIOLOGO COLEGIADO - CBP N° 3796 — INSCRITO EN EL REGISTRO DE
PROFESIONALES QUE REALIZAN CERTIFICACION DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIMENES Y
PRODUCTOS DE FLORA - RESOLUCION DIRECTORAL N° 0311-2013- MINAGRI-DGFFS-DGEFFS.

CERTIFICA:

Que, la Bachiller PALOMINO RUIZ, Estefany Astrid, tesista de la UNIVERSIDAD
NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA, Facultad de Ciencias Biologicas.
Escuela Profesional de Biologia, especialidad de Microbiologia, con fines de investigacion para
desarrollar su proyecto de tesis y optar el Titulo Profesional de Bidloga en la especialidad de
Microbiologia, ha solicitado la identificacion y certificacion botanica de una planta proveniente
del Valle de Totorilla del distrito de Jesis Nazareno, de la provincia de Huamanga del
departamento de Ayacucho donde es cultivada con el nombre de “culantro” , la muestra ha sido
identificada como: Coriandum sativum L., perteneciente a la Familia Apiaceae y al Orden
Apiales. Segun la base de datos TROPICOS del Missouri Botanical Garden que sigue el sistema
moderno de clasificacion de las angiospermas (APG), publicado en 1998 por El Grupo para la
Filogenia de las Angiospermas, revisado por APG II (2003), APG III (2009).y APG IV (2016),
este Sistema de clasificacion considera a todas las plantas verdes en la Clase Equisetopsida
(Chasse, MW 7y JL. Reavel. 2009), la muestra vegetal estudiada se ubica en las siguientes
categorias taxonomicas.

Reino: Plantae
Division: Angiospermas
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae

Superorden: Asteranae
Orden: Apiales

Familia: Apiaceae

Género: Coriandrum
Especie: Coriandrum sativum L.

Nombre vulgar: “culantro”

Se expide la presente certificacion con fines de investigacion cientifica.

Lima, 09 de marzo del 2022
José R. Carfipos De La Cru
BIOLOGO
C.B.P. 3796
Jr. Sanchez Silva N° 156- piso 2. Urb. Santa Luzmila. Lima 07. Email: jocamde@gmai.com; joricampos@yahoo.es
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Anexo 11. Carta de conformidad de co-asesor.

CARTA DE CONFORMIDAD DE CO-ASESOR DE PROYECTO DE
TESIS

Ayacucho, 21 de enero de 2022

Dr. Saul Alonso Chuchén Martinez

Decano de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de San Cristébalde Huamanga.

Previo un cordial saludo y mediante la presente, doy fe de haber
participado en la estructuracién del proyecto y en mi condicién de Co-
asesor, hago saber mi conformidad al proyecto de tesis titulado
“Actividad antibacteriana de Coriandrum sativum “culantro” sobre
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho
20227, presentado por PALOMINO RUIZ, Estefany Astrid, por tanto,
cuenta conmi aprobacién y asumo la responsabilidad académica
como Co-asesor.

Segura de contar con su atencién, hago propicia la oportunidad para
expresarle las muestras de mi especial consideraciéon y estima

personal.

Atentamente,

L.

Blga.Dra. R. Brita Anaya Gonzéles
Docente Co-asesor
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Anexo 12. Area de cultivo ubicado en el valle de Totorilla.
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Anexo 14. Equipo de destilacidén por arrastre con vapor de agua para la obtencién
de aceites esenciales de hojas y tallos de Coriandrum sativum “culantro”.

Anexo 15. Peras de Bromo utilizadas para el proceso de decantacion de aceites
esenciales, realizado en el laboratorio de Bioquimica de la Escuela profesional de
Biologia de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga.
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Anexo 16. Frascos conteniendo extracto metandlico de hojas y tallos de
Coriandrum sativum “culantro”, en maceracién, realizado en el laboratorio de

Bioguimica de la Escuela profesional de Biologia de la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga.

Anexo 17. Proceso de filtracion del extracto metandlico de hojas de Coriandrum
sativum “culantro”.
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Anexo 18. Extracto seco de hojas y tallos de Coriandrum sativum “culantro”.

74



Anexo 19. Tubos de ensayo en los que se realizé el tamizaje fitoquimico para el
extracto metandlico de hojas de Coriandrum sativum “culantro”, realizado en el

laboratorio de Bioquimica en la Escuela profesional de Biologia de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga.

Anexo 20. Tubos de ensayo en los que se realizé el tamizaje fitoquimico para el
extracto metandlico de tallos de Coriandrum sativum “culantro”, realizado en el

laboratorio de Bioquimica en la Escuela profesional de Biologia de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga.
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Anexo 21. Antibiograma del extracto metandlico de hojas de Coriandrum sativum
“culantro”, frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028,
realizado en el laboratorio de Inmunologia y Microbiologia Clinica de la Escuela

profesional de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga.

ANTIBIOGRAMA CON EXTRACTO METANGLICO DE HOJAS DE Coriandrum
Sativum (culantro) frente a Salmonella Typhimurium 14028

Anexo 22. Antibiograma del extracto metandlico de tallos de Coriandrum sativum
“culantro”, frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028,
realizado en el laboratorio de Inmunologia y Microbiologia clinica de la Escuela

profesional de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga.
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Anexo 23. Antibiograma de aceite esencial de hojas de Coriandrum sativum
“culantro” frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028,
realizado en el laboratorio de Inmunologia y Microbiologia clinica de la Escuela

profesional de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga.

DE HOJAS DE Corrandrum Sativum
ella Typhimurium 14028

Anexo 24. Antibiograma de aceite esencial de tallos de Coriandrum sativum
“culantro” frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028,
realizado en el laboratorio de Inmunologia y Microbiologia clinica de la Escuela

profesional de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga.

ANTIBIOGRAMA CON ACEITES ESENCIALES DE TALLOS DE Corrandru N Sativum
{culantro) frente a Salmonella Typhimurium 14028
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Anexo 25. Placas después de 24 horas de incubacion que mostraron la
concentracion minima inhibitoria (CMI) de extractos metandlicos de hojas y tallos
de Coriandrum sativum “culantro” frente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, realizado en el laboratorio de Inmunologia y
Microbiologia Clinica de la Escuela profesional de Biologia de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga.
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Anexo 26. Placas después de 48 horas de incubacion que mostraron la
concentracion minima bactericida (CMB) de extractos metandlicos de hojas y
tallos de Coriandrum sativum “culantro” frente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, realizado en el laboratorio de Inmunologia y
Microbiologia Clinica de la Escuela profesional de Biologia de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga.
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Anexo 27. Placas después de 24 horas de incubacion que mostraron la
concentracion minima inhibitoria (CMI) de aceites esenciales de hojas y tallos de
Coriandrum sativum “culantro” frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028, realizado en el laboratorio de Inmunologia y Microbiologia Clinica
de la Escuela profesional de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristobal
de Huamanga.
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Anexo 28. Placas después de 48 horas de incubacion que mostraron la
Concentracién minima bactericida (CMB) de aceites esenciales de hojas y tallos
de Coriandrum sativum “culantro” frente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, realizado en el laboratorio de Inmunologia y
Microbiologia Clinica de la Escuela profesional de Biologia de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga.

RACION MINIMA INHIBITORIA DE Coriandrum Sativum (culantro
frente a Salmonella Typhimurium 14028
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Anexo 29. Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, luego de 18
horas de incubacion en Agar SS, realizado en el laboratorio de Inmunologia y

Microbiologia Clinica de la Escuela profesional de Biologia de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga.

Anexo 30. Frascos conteniendo aceites esenciales de hojas y tallos de
Coriandrum sativum “culantro”.
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Anexo 31. Matriz de consistencia.

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
Problema general: Objetivo general: Hipétesis general VARIABLE Alcance de investigacion
¢ Tendra actividad antibacteriana del Evaluar la actividad antibacteriana del El extracto metandlico y aceite esencial de INDEPENDIENTE. Explicativa

extracto metandlico y aceite esencial de
las hojas y tallos de Coriandrum sativum
“culantro” sobre Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028,
Ayacucho 20217

Problemas especificos

¢ Cudl sera el diametro de los halos de
inhibicion del extracto metandlico y aceite
esencial de las hojas y tallos de
Coriandrum sativum “culantro” sobre
Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028, Ayacucho 20217

¢, Cual sera el porcentaje de inhibicion del
extracto metandlico y aceite esencial de
las hojas y tallos de Coriandrum sativum
“culantro” sobre Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028,
Ayacucho 20217

¢Cudl sera la concentracion minima
inhibitoria del extracto metandlico y aceite
esencial de las hojas y tallos de
Coriandrum sativum “culantro” sobre
Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028, Ayacucho 20217

¢Cudl sera la concentracion minima
bactericida del extracto metandlico y
aceite esencial de las hojas y tallos de
Coriandrum sativum “culantro” sobre
Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028, Ayacucho 20217

¢ Cudles seran los metabolitos
secundarios presentes en el extracto
metandlico de las hojas y tallos de
Coriandrum sativum “culantro, Ayacucho
20217

extracto metandlico y aceite esencial de
las hojas y tallos de Coriandrum sativum
“culantro” sobre Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028,
Ayacucho 2021.

Objetivos especificos:

Determinar el didmetro de los halos de
inhibicién del extracto metandlico y aceite
esencial de las hojas y tallos de
Coriandrum sativum “culantro” sobre
Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028, Ayacucho 2021.
Determinar el porcentaje de inhibicién del
extracto metandlico y aceite esencial de
las hojas y tallos de Coriandrum sativum

“culantro” sobre Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028,
Ayacucho 2021.

Determinar la concentracion minima

inhibitoria del extracto metandlico y aceite
esencial de las hojas y tallos de
Coriandrum sativum “culantro” sobre
Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028, Ayacucho 2021.
Determinar la concentracion minima
bactericida del extracto metandlico y
aceite esencial de las hojas y tallos de
Coriandrum sativum “culantro” sobre
Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028, Ayacucho 2021.
Determinar e identificar cualitativamente
los metabolitos secundarios presentes en
el extracto metandlico de las hojas y tallos
de Coriandrum sativum  “culantro”,
Ayacucho 2021.

las hojas y tallos de Coriandrum sativum
“culantro” presenta actividad bactericida
sobre Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho
2021.

Hipétesis especificas:

El didametro de los halos de inhibicion del
extracto metandlico y aceite esencial de las
hojas y tallos de Coriandrum sativum
“culantro” sobre Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, serdn mayores
a 10 mm en todos los casos.

El porcentaje de inhibicion del extracto
metandlico y aceite esencial de las hojas y
tallos de Coriandrum sativum “culantro”
sobre  Salmonella  enterica  serovar
Typhimurium ATCC 14028, sera mayor al
50% con respecto al ciprofloxacino.

La concentracion minima inhibitoria del
extracto metandlico y aceite esencial de las
hojas y tallos de Coriandrum sativum
“culantro” sobre Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, sera menos al
50 mg/mL y 70 mg/mL respectivamente.

La concentracion minima bactericida del
extracto metandlico y aceite esencial de las
hojas y tallos de Coriandrum sativum
“culantro” sobre Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, sera mayor a 60
mg/mL y 70 mg/mL respectivamente.

El extracto metandlico de las hojas y tallos
de Coriandrum sativum “culantro”, posee
todos los metabolitos  secundarios
estudiados a excepcion de las saponinas

Extractos de
Coriaundrum sativum
VARIABLE
DEPENDIENTE.
Actividad
antibacteriana

Disefio de investigacion
Cuasiexperimental
Poblacién y muestra
Unidad de Anélisis:
Muestra biolégica
Coriandrum sativum
Unidad de analisis:
Muestra bioldgica de cepas de
Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028
Plan de analisis estadistico
de los datos.

Para establecer si hubo
diferencias de los halos de
inhibicion por solucion se
realizara pruebas de
homogeneidad, normalidad y
ANOVA (andlisis de varianza)
utilizando el programa
estadistico spss. Se aplicara
la prueba de comparaciones
multiples de Tukey.

de
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CIENCIAS BIOLOGICAS

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Estefany Astrid PALOMINO RUIZ
RESOLUCION DECANAL N°130-2023-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del siete de julio del afio dos mil
veintitrés; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la Faculiad de
Ciencias Biol6gicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, presidido por
el Dr. Sadl Alonso CHUCHON MARTINEZ; Dr. Serapio ROMERO GAVILAN (Miembro-Jurado);
Dr. José ALARCON GUERRERO (Miembro-Jurado); Mg. Ruth Elsa HUAMAN DE LA CRUZ
(Miembro-Jurado); Dr. Aurelio CARRASCO VENEGAS (Miembro- Asesor): actuando como
secretario docente el Mg. Percy COLOS GALINDO; para presenciar la sustentacién de tesis
titulada: “Actividad antibacteriana de Coriandrum sativum “culantro” sobre Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho 2021”; presentado por la Bach.
Estefany Astrid PALOMINO RUIZ; el presidente luego de verificar la documentacion
presentada, indicé al secretario docente dar lectura a la documentacién generada que refrenda
el presente acto académico, luego de ello dispuso el acto de sustentacién, indicando a la
sustentante que dispone de cuarenta y cinco minutos para exponer su trabajo de investigacion
tal como establece el Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela Profesional de Biologia.
Culminada la exposicion, el presidente invité a cada uno de los Miembros Jurado, a participar
con sus observaciones, sugerencias y preguntas a la sustentante. Culminada esta etapa, el
presidente invitd a la sustentante y al publico asistente a abandonar momentaneamente el
auditorio para que los miembros del jurado evaluador puedan realizar las deliberaciones y
calificaciones; cuyos resultados son los que consignan a continuacion:

Miembros del jurado evaluado Exposicion  Respuesta/preguntas Promedio

Dr. Serapio ROMERO GAVILAN 17 16 17
Dr. José ALARCON GUERRERO 17 17 17
Mg. Ruth Elsa HUAMAN DE LA CRUZ 17 17 17
PROMEDIO 17

La sustentante alcanzé el promedio de 17 aprobatorio. Acto seguido, el presidente autorizé el
ingreso de la sustentante y el publico al Auditorio dando a conocer los resultados, e indicando
gue de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo la is y quince de
la tarde; firmando al pie del presentg en sefial de conformidad.

Dr. Saul

'/ ra r
r)s{o C/HUCHON MARTINEZ Dr. Serap OMERO GAVILAN
Presidente Miembro — Jurado

A,
r [
Mg. Ruth El§a HUAMANDE LA CRUZ

Miembro — Jurado

‘_ﬂ\/ﬂ — @
Dr. Aurelip-CARRASCO ¥ Mg Percy COLOS GALINDO

Miembro /? Aseso Secrgtario Docente




FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA - ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 35-2023-FCB-D

Yo, VICTOR LUIS CARDENAS LOPEZ, Director de la Escuela Profesional de Biologia de
la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional De San Cristébal De
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: “Actividad antibacteriana
de Coriandrum sativum “culantro” sobre Salmonelia enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028, Ayacucho 2021”. Presentado por ESTEFANY ASTRID PALOMINO RUIZ;
he constatado por medio del uso de la herramienta TURNITIN, procesado CON DEPOSITO,
una similitud de 20%, grado de coincidencia, menor a lo que determina la ausencia de plagio
definido por el Reglamento de Originalidad de Trabajos de Investigacién de la UNSCH,
aprobado con Resolucion del Consejo Universitario N° 039-2021-UNSCH-C.

En tal sentido, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias
establecidas por la Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga. Se acompafia el
INFORME FINAL DE TURNITIN comrespondiente.

Ayacucho, 29 noviembre de 2023.
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Actividad antibacteriana de Coriandrum sativum “culantro”
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