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Actividad antibacteriana de los extractos etandlico y acuoso de Dodonaea
viscosa {L.) Jacq. “chamana“. Ayacucho—- 2010

Autor: Bach. Yoel GUEVARA ROMANI

Asesora: Mg. Rosa G. GUEVARA MONTERO

RESUMEN
Se determiné la actividad antibacteriana de los extractos etandlico y acuoso de
las hojas de Dodonaea viscosa (L) Jacq. durante los meses de abril a setiembre
del 2010 en los Laboratorios de Farmacognosia y Microbiologia de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.
Las hojas fueron recolectadas en el pago de Ccechua, distrito de Iguain,
provincia de Huanta, departamento de Ayacucho, se realizd el tamizaje
fitoquimico, y la determinacién de la actividad antibacteriana con el Método de
Kirby Bauer, se utilizd concentraciones de 100 mg/mL, 80 mg/mL, 60 mg/mL,
40 mg/mL, 20 mg/mL y 10 mg/mL de extractos, agua destilada como control y
Ciprofloxacina 1mg/mL como estandar; el efecto del extracto etandlico fue
probado en S. aureus ATCC 25923, Sfreptococcus sp. ATCC 77492, E.coli
ATCC 25922 y P.aeruginosa ATCC 27853.
Los metabolitos presentes en el exiracto etandlico fueron compuestos fendlicos,
triterpenos y esteroides, catequinas, resinas, saponinas, antraquinonas,
cumarinas, azucares reductores y aceites esenciales. Y en el exiracto acuoso
fueron taninos, flavonoides, saponinas, azicares reductores y principios
amargos.
Se evalud6 la actividad antibacteriana frente a Streptococcus sp. ATCC 77492,
mostrando mayor sensibilidad con 274 + 0.1 mm, Ecoli ATCC 25922
272 £ 0.2 mm, S. aureus ATCC 25923 21.0 + 0.1 mm y Paeruginosa ATCC
27853 20.0 £ 0.2 mm de diametro de halo de inhibicion. La CMl y CMB,
se determindé por el Método de dilucién, resuttando S. aureus ATCC 25923
2.5 mg/mL y 5 mg/mL, Streptococcus sp. ATCC 77492 5 mg/mL y 10 mg/mL,
Ecoli ATCC 25922 5 mg/mL y 10 mg/mL, y P.aeruginosa ATCC 27853
10 mg/mL para ambas concentraciones respectivamente. Respecto al porcentaje
de inhibicion comparado con ia Ciprofloxacina, E. coli ATCC 25922 obtuvo
74.32 + 0.35 %, Streptococcus sp. ATCC 77492 63.43 + 0.09 %, S.aureus ATCC
25923 58.01 + 0.04 % y P.aeruginosa ATCC 27853 5495 £ 0.25 %. El exiracto
etandlico tiene actividad antibacteriana frente a las cepas bacterianas en estudio.
Palabras clave: Dodonaea viscosa, antividad antibacteriana.



l. INTRODUCCION

Existe la necesidad imprescindible de atender los diferentes problemas de salud
en nuestra poblacibn peruana, principalmente en las zonas rurales y
urbano - marginales; demanda no atendida que se debe a varios factores, entre
ellos la cobertura insuficiente que brinda el Ministerio de Salud, el permanente
déficit economico de la poblacion mas pobre que le impide destinar recursos
para la atencién de salud y por Ultimo la poca o ninguna importancia que se da a
la Medicina Tradicional Andina (Mantilla y Olazabal, 2008).

El uso de plantas medicinales en el Peri es tan antiguo como nuestra cultura
andina, muchos conocimientos se encuentran arraigados en el saber popular, sin
embargo, la excesiva “modemizacion” de la Medicina Occidental ha hecho que
estos conocimientos sean olvidados. Por ello, el uso de las plantas medicinales
ha sido y sequira siendo una alternativa preventiva y curativa para la salud, pero
como todo recurso natural estd sujeto a la extraccién indiscriminada por simple
recoleccion y su consumo no estarg garantizado mientras no existan normas que
aseguren su sanidad y calidad (Mantilla y Olazabal, 2008).

Consecuentemente, la blisqueda de nuevos antimicrobianos se ha intensificado
durante los recientes afnos. Esto se puede comprobar en el incremento del nu-
mero de articulos cientificos publicados sobre las actividades antimicrobianas de

plantas medicinales durante los afios 1966 — 1994 que fueron 115, y el numero



de articulos en el mismo tema durante los afios 1995 — 2004 fueron 307 (Rios y

Reico, 2005).

La aparicién y propagacién de la resistencia microbiana esta creciendo cada dia,

por consiguiente se necesita el desarrollo de nuevos antimicrobianos de origen

natural o sintético (Gislene et al., 2000).

Los pobladores de las zonas rurales del distrito de Iguain, provincia de Huanta,

departamento de Ayacucho, utilizan las hojas frescas de Dodonaea viscosa (L.)

Jacq. “chamana” para curar la gastritis aguda y ulceras gastricas, asimismo las

hojas secas maceradas en alcohol son usadas para curar dolores musculares y

el reumatismo. Los usos tradicionales de la mencionada especie vegetal, indican

que es sumamente seguro y no producen reacciones adversas.

Por todo lo manifestado anteriormente, en el presente trabajo de investigacion se

plantearon los siguientes objetivos:

»  Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos etanélico y acuoso de
las hojas de Dodonaea viscosa (L.) Jacq. “chamana’.

»  Realizar el tamizaje fitoquimico de los extractos etandlico y acuoso de las

hojas de Dodonaea viscosa (L.) Jacq. “chamana’.

>  Establecer la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion

Minima Bactericida (CMB), para cada una de ias bacterias en estudio.

»  Comparar los resulitados obtenidos de los extractos etanélico y acuoso de
las hojas de Dodonaea viscosa (L.) Jacq. “chamana” frente al antibidtico

Ciprofloxacina.



Il.  MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES
Actualmente en nuestro pais y en el continente americano hay pocos estudios
cientificos realizados de Dodonaea viscosa (L.) Jacq. “chamana”.
Bentham en 1863, Radlkofer en 1900 y Sherff en 1947, citados por Calder6n de
Rzedowski y Rzedowski (2006), fueron los primeros en circunscribir
apropiadamente la especie y en subdividirla en tres variedades. Entre los
intentos posteriores de perfeccionar este esquema, cabe destacar las propuestas
de reconocimiento de cuatro variedades y once formas.
Ninguna de ellas; sin embargo, ha encontrado buena aceptacion y en la mayor
parte de las floras se prefiere obviar la existencia de una sola entidad sin
mencionar subdivisiones.
Lippold en 1978, citado por Calderon de Rzedowski y Rzedowski (2006),
reconoci6 para el continente americano la existencia de cinco especies, a
mencionar: 1. Dodonaea arizbnica, restringida a Arizona, noroeste de México y
la Isla Socorro del Archipiélago Revillagigedo; 2. Dodonaea bialata HB.K,
distribuida desde el norte de México, Florida y las Antilas hasta Bolivia y
Argentina; 3. Dodonaea elaeagnoides Rudolphi ex— Ledeb. & Adlerst, propia de

Florida y de las Antillas; 4. Dodonaea linearifolia Linden ex — Turcz, limitada a



Cuba, y 5. Dodonaea viscosa (L.) Jacq., que crece en las playas arenosas de
Florida, de las Antillas y de la costa oriental de Sudamérica.

Leenhouts en 1983, citado por Calderéon de Rzedowski y Rzedowski (2006), en
su estudio de los representantes extraaustralianos de Dodonaea, modificé esta
propuesta definiendo también cinco especies, de las cuales dos son exclusivas
del Antiguo Mundo. En cuanto a las tres restantes, la circunscripcion de
‘Dodonaea elaeagnoides coincide con la de Lippold, Dodonaea viscosa se define
como una planta costera de amplia distribucidn en las regiones calientes del
mundo, mientras que D. angustifolia L.f. engloba a todo el conjunto restante a
nivel pantropical.

De esta manera las plantas de fa region de estudio quedarian ubicadas en
D. bialata HB.K. (segun Lippold) o en D. angustifolia Lf. (de acuerdo con
Leenhouts).

Segun Calderon de Rzedowski y Rzedowski (2006), la variabilidad de Dodonaea
viscosa, ha llamado la atencion de manera singular a los aspectos de la forma,
det tamafio, de la textura y de la pubescencia de las hojas, asi como del tamario,
del color, de la forma, de la pubescencia y de la abundancia de las glandulas del
fruto. Otros caracteres que se han mencionado y a menudo utilizado en la
definicion de taxa separados son el numero de los loculos del fruto y la
distribucion de los sexos en las flores. Un examen mas minucioso revela, sin
embargo, la existencia de otras desusuales discrepancias morfoldgicas, muchas
de las cuales cabe observar dentro de las poblaciones naturales y no pocas
veces en un solo individuo. Este es el caso del largo del estilo y de sus ramas,
del numero de los sépalos y de la presencia 0 ausencia de estaminodios en las
flores femeninas. Aunque en algunas zonas geograficas en estudio, la especie
vegetal puede comportarse como perfectamente dioica, con frecuencia existen

también las flores hermafroditas.



Eloff (1998), estudi6é la planta Dodonaea viscosa Jacq. var. angustifolia y
determind que las hojas tienen principios activos que poseen actividad
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Difteria
corynebacterium, y actividad antiviral exhibida en contra del virus Coxsackie B3 y
el virus de la influenza A.

Muhammad et al. (2009), realizaron el aislamiento de principios activos del
extracto etandlico, n—hexano, diclorometano, acetato de etilo, n-butanol y
fracciones acuosas de Dodonaea viscosa Linn. por cromatografia de capa
delgada; la investigacion preliminar demostré tener actividad inhibitoria en contra
de Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Escherichia coliy Pseudomonas
aeruginosa. Las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMIs) de las fracciones
etandlicas mostraron estar dentro de un rango de 5.0 — 20.0 mg/mL.

2.2. ASPECTOS BOTANICOS DE Dodonaea viscosa (L.) Jacq. “chamana”
2.2.1.CLASIFICACION SISTEMATICA

Segun el sistema de clasificacién de Engler & Prantl, modificado por Melchoir en
1964, la “chamana’ se ubica en fa siguiente categoria taxondmica.

Division . Antophyta (Angiospermae)

Clase : Dicotiledoneae

Sub clase : Archyclamideas

Orden : Sapindales

Familia : Sapindaceae

Género : Dodonaea

Especie : Dodonaea viscosa (L.) Jacq.

N. V. : “chamama’

Fuente: Constancia emitida por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de
Ciencias Biolagicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga

( Anexo N° 22).



Fotografia N° 02. Tallo de Dodonaea viscosa (L.) Jacg. “chamana’.



Fotografia N° 03. Flores de Dodonaea viscosa (L.) Jacq. “chamana”.
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Fotografia N° 04. Fruto samara de Dodonaea viscosa (L.) Jacq. “chamana”.



Fotografia N° 05. Semillas de Dbdohaea viscosé (L) Javé'cq. “chamana”.

2.3. DESCRIPCION BOTANICA

Arbusto o arbolito perennifolio, viscido glanduloso, hasta de 5 m de alto; tallo a
menudo tendiendo a rojizo, algo anguloso y fisurado, glabro o pubérulo hacia las
porciones tiernas y provisto de pequefias lenticelas; hojas simples, atenuadas
hacia la parte inferior en una base pecioliforme de 0.2 a 2 cm de largo, laminas
elipticas, lineares o linear — lanceoladas, oblanceoladas u oblongo — lanceoladas,
de 4 a 15 cm de largo por 0.6 a 4 ecm de ancho, apice por lo comin agudo, a
veces acuminado o por el contrario obtuso a redondeado, base atenuada,
margen entero, con frecuencia diminutamente revoluto, de textura subcartacea,
algo discoloras, brillantes, glanduloso — resinosas y olorosas, generalmente
glabras por ambas caras, con excepcién del margen ciliado; inflorescencias
axilares y terminales en los a'piées de las ramillas, en forma de paniculas cortas
corimbiformes o racemiformes; flores hermafroditas y/o unisexuales, verdosas,

amarillentas o algo blanquecinas, por lo comun con 4 sépalos ovados a oblongos



Lépez (2006), en un estudio etnobotanico, menciona el crecimiento abundante
en lugares perturbados de Dodonaea viscosa (L.) Jacq. en el distrito de Sexi,
departamento de Cajamarca |

En las provincias de Huanta y Huamanga;, Dodonaea viscosa (L) Jacq.
“chamana’”, prospera en la vegetacion secundaria desde matorrales y pastizales;
crece en forma silvestre en las quebradas, empinados y al borde de las vias de
comunicacion del departamento de Ayacucho (Figura N° 1).

Crece a una altitud comprendida entre los 1000 hasta los 3000 m.s.n.m., se ha

encontrado en flor y en fruto practicamente todo el afio.

Figura N° 01. Mapa geografico de la ubicacion del distrito de Iguain — Huanta.
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2.6. COMPOSICION QUIMICA

Las hojas y brotes de Dodonaea viscosa Jacq., contienen elementos quimicos
diversos como: aluminio (Al), calcio (Ca), cobre (Cu), hierro (Fe), magnesio (Mg),
manganeso (Mn), fésforo (P), azufre (S), Zinc {(Zn) (Pirzada et al., 2010).

Estos elementos son biolégicamente importantes en el tratamiento de diversas
enfermedades cutaneas de la piel (Saily et al.,1994).

Tabla N° 01. Concentracion de elementos quimicos de Dodonaea viscosa Jacq.

(Pirzada et al., 2010).

Nombre del elemento Férmula Cantidad (mg/Kg)
Aluminio Al 6.93 -7.44
Calcio : Ca 11683.98 — 12054.90
Cobre Cu 6.48 — 9.69
Hierro Fe 83.85 —120.08
Magnesio Mg 2711.53 -2965.67
Manganeso Mn 11142 -1425
Fosforo P 167.37 — 22411
Azufre S 213.66 - 222.31
[Zinc Zn 55,30 — 59.45

La investigacion fitoquimica de Dodonaea viscosa Linn. ha resultado en el
aislamiento de flavonoides (Sachdev y Kulshreshtha, 1983) (Sachdev vy
Kulshreshtha, 1986) y (Rojas y et al., 1992), saponinas (Wagner et al.,1987) y
diterpenos (Ortega et al, 2007).

Entre ofros principios activos aislados notables estan la pinocembrina, santin,
penduletina, alizarin, 5 — hidroxi — 3, 6, 7, 4 — tetrametoxi flavona, 5, 7, 4 —
trihidroxi — 3, 6 — dimetoxi flavona, isorhamnetin — 3 — ramnosilgalactésido,
5, 7 — dihidroxi — 3' — (hidro ximetibutil ) — 3, 6, 4 — trimetoxi flavonas (Sachdev y

Kulshreshtha, 1983), 5, 6, 4’ trihidroxi —3, 7 —dimetoxi flavona (Rojas et al., 1992),

12



viscosol, aliarin y acido dodbnico (Sachdev y Kulshreshtha,1986), acido
hautriwaico (Ortega et al, 2001) (Rojas et al.,1992), acido dihidrohautriwaico,
metil dodonatos (Ortega et al., 2001), ent — 15,16 — epoxi — 3B, 8a — dihidroxi
— 9aH - labda - 13,14 - dieno (Forbes et al, 2007) (Rojas et al., 1992),
dodondsido A y dodonésido B (Wagner et al.,1987), estigmasterol, isorhamnetina
(Ramachandran et al., 1975), quercetina, doviscogenina (Khan et al., 1988).

La investigacion de las partes aéreas de Dodonaea viscosa Jacq., condujo al
aislamiento de interesantes estructuras como el éster del acido p — cumarico de
1 — L- mio - inosito! [ L—1 — O — metil — 2 - aceti — 3 — p — cumaril ~ mio —

insotiol], junto con otros compuestos conocidos (Rachet et al., 1991).

Teffo et al. (2009), evaluaron la actividad antibacteriana y antioxidante de cuatro
éteres de metil caenferol aisiados de ias hojas de Dodonaea viscosa Jacq. var.
angustifolia utilizando técnicas espectroscopicas, estos compuestos aislados
fueron el 3, 5, 7 — trihidroxi — 4 — metoxiflavona; 5, 7, 4~ trihidroxi — 3, 6 —
dimetoxiflavona; 5, 7 — dihidroxi — 3, 6, 4 — trimetoxiflavona y 5 — hidroxi — 3, 7,

4’ trimetoxiflavona junto con el 3, 4, 5, 7 — tetrahidroxiflavona (caenferol).

2.7. ETNOMEDICINA

2.7.1.USOS TRADICIONALES DE Dodonaea viscosa (L) Jacq.

Camacho et al. (1992), reportaron que la chamana es utilizada como tutor para
cultivos horticolas. Se pueden plantar setos de esta especie como cortinas de
viveros en zonas secas, y como ornamental en areas con temporal limitado y sin
riego. En aigunos paises lo utilizan como lena, carbon, mangos de herramientas
y en construcciones rusticas.

Calderon de Rzedowski y Rzedowski (2006), reportaron que esta planta es
utilizada en el control de la erosion, como cortina rompe vientos y como

restaurador de suelos.
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2.7.2.USOS MEDICINALES DE Dodonaea viscosa (L.) Jacq.

En un sentido comun, los usos medicinales de Dodonaea viscosa (L.) Jacq. var.
angustifolia fueron empleados ampliamente como analgésico, antiinflamatorio,
antiviral, espasmolitico, laxativo, antimicrobiano € hipontesivo (Ghisalberti, 1998).
En India, la infusion de las hojas de D. viscosa son utilizadas para el tratamiento
de reumatismo, gota, hemorroides, fracturas y la mordedura de serpientes
(Kirtikar y Basu, 1995) (Nadkarni y Nadkami, 1982).

Las hojas frescas de Dodonaea viscosa Jacq. var. angustifolia son usados con
frecuencia en deso6rdenes neurologicos (Krupanidhi et al., 2008).

Aswal et al. (1984), estudié el efecto hipoglicemiante en el extracto acuoso de
Dodonaea viscosa (L.) Jacq.

Sukkawala y Desai (1962), evaluaron las propiedades medicinales del aceite
esencial, extracto etandlico y acuoso de las hojas de Dodonaea viscosa Linn.,
estos mostraron tener propiedades antibacterianas, depresores cardiacos y una
leve actividad antihelmintica.

Rojas €t al. (1996), evaluaron las propiedades medicinales de las hojas frescas
de D. viscosa (L.) Jacq., utilizadas en infecciones de la piel, fiebres, hinchazones,
relajantes del musculo liso, dolencias, des6rdenes gastrointestinales incluyendo
diarrea.

La decoccién de la c(orteza o de las hojas se usan en bafios o fomentos,
emolientes y como astringentes, asimismo las hojas machacadas se usan en
cataplasmas resolutivas en tumores (Arrillaga de Maffei, 1969).

Mantilla y Olazabal (2008), mencionaron que la chamana es empleada para
curar dolores reumaticos, golpes, contusiones y como lefia en el departamento

de Cuzco.
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Figura N° 02. Esquema taxonémieo de Dodonaea viscosa (L.) Jacq. “chamana”
(Calderén de Rzedowski y Rzedowski, 2006).

A. rama con hojas e inflorescencias; B. flor hermafrodita con estilo y ramas de
estilo cortos; C. fior hermafrodita con estilo y ramas del estilo alargados; D. flor
masculing; E. flor femenina con estambres estériles; F. flor femenina desprovista
de estambres; G. fruto; H. semilla, Ay B fustrados por Maria T. Cabrera y
reproducidos de la Flora de la Provincia de Buenos Aires, 1965; C reproducido
de Flora de Panam4,1976; Ges obra de Humberto Séanchez Cérdova; D, E, F y
H dibujados por Rogelio Cérdénas.

M
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2.8. METABOLITOS SECUNDARIOS

2.8.1.COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos constituyen un amplio grupo de metabolitos
secundarios de las plantas. Se caracterizan por presentar en su estructura un
anillo de benceno con, al menos, un grupo hidroxilo (fendlico), generalmente
funcionalizado. En la naturaleza, la sintesis del anillo aromatico fa realizan
Unicamente las plantas y los microorganismos, y las vias de sintesis mas
frecuentes son la del shikimato (acido shikimico) y la via del acetato. La via del
acetato conduce a la formacion de cadenas de poliacetato que, mediante la
ciclacién, dan lugar a compuestos policiclicos aromaticos como las
antraquinonas vy los floroglucinoles.

Algunos compuestos fendlicos como, los flavonoides, los estibenos y las
xantonas, proceden de la participacién simultanea de la via del acido shikimico y
del acetato. Otros compuestos fendlicos como los carabinoides, son metabolitos
mixtos de la via de los acétatos y del mevalonato; por ultimo cabe destacar los
metabolitos mixtos del acido shikimico y mevalonato, como las quinonas
terpénicas y las cumarinas compuestas (pirano y furanocumarinas).

Los compuestos fendlicos se pueden clasificar segin su complejidad estructural
y su origen biosintético. El grupo mas sencillo corresponde a los fenoles
propiamente dichos: 4&cidos fendlicos y cetonas polifendlicas. Los
fenilpropanoides, basados en un nicleo CsC;, son un amplio grupo constituido
por diferentes compuestos: cumarinas, cromonas, benzofuranos y lignanos

(Vanaclocha, 2003).

16



CO, H0

0,
Respiracion Fotosintesis
Monosacaridos »  Polisacaridos
l ~ Acido shikimico
. l . Lignanos
Glicolisis. y Taninos*
i inAmi Cumarinas
Acido cinamico ===y Cumarinas
] Antocianos*
Acido pirtvico
(CH3COCOOH) Alcaloides
li Proteinas
/

Acidos grasos
Antraquinonas

Poliacetatos E==p> || Antraciciinas

Acido acético
(CH3COOH)

Acetil CoA

Monoterpenos
Iridoides
Sesquiterpenos

4
Ciclo de Krebs * Isopreno activo === || Diterpenos

|

|

y

4 4 Triterpenos
CO, Escualeno == || Estercides

(*) Metabolitos mixtos (poliacetatos y shikimatos)

COOH
\ CHa
HO COOH
HO Som HO
OH
Acido shikimico Acido cinamico Acido mevalénico
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2.8.2. FLAVONOIDES

Los flavonoides son productos de la ruta biosintética del acido fenilpropanoico,
intervienen en los vegetales en la formacion de pigmentos, en la proteccion
frente a la radiacion ultravioleta, en la defensa durante la interaccion
planta — patégeno (Villar del Fresno,1999).

2.8.3.CUMARINAS

Las cumarinas son compuestos ampliamente distribuidos en las plantas,
principalmente en ias familias Umbeliferae y Rutaceae; se encuentran en todas
las partes de la planta desde la raiz a flores y frutos siendo mas abundante en
estos Ultimos; se presentan a menudo como mezclas, en forma libre o como
glicosidos (Lock de Ugaz, 1994).

2.8.4.TRITERPENOIDES Y ESTEROIDES

Los ftriterpenocides son compuestos con un esqueleto carbonado con seis
unidades de isopreno que derivan biogenéticamente del escualeno, hidrocarburo
aciclico de 30 carbonos. Son de estructura relativamente completa generaimente
tetraciclicos o pentaciclicos y pueden contener grubos hidroxilo, cetona o
aldehido y acido carboxilico. Muchos se encuentran como glicdsidos formando
las llamadas saposinas triterpenoides (Lock de Ugaz, 1994).

Los esteroides, biogenéticamente estan muy relacionados a los triterpenoides, y
con un esqueleto ciclico base al igual que los triterpenoides tetraciclicos, de
ciclopentanoperhidrofenantreno, pueden ser clasificados como esteroles (C,; 6
mas), saponinas esteroidales (o sus agliconas apongeninas).

2.8.5.SAPONINAS

Las saponinas son ¢licosidos de ftriterpenos y esteroles, dan soluciones
jabonosas, y algunos extractos crudos de plantas han encontrado uso como
detergentes, y para la produccion de espumas estables para la elaboracion de

champues y ofros productos cosmeéticos (Lock de Ugaz, 1994).
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2.8.6.TANINOS

Son compuestos fenodlicos con un peso molecular comprendido entre 500 y 3000

Dalton. Sus principales caracteristicas son su capacidad antioxidante debido al

elevado nimero de grupos hidroxilo y la capacidad de unirse a proteinas.

También pueden ligarse a alcaloides, gelatinas y otras sustancias, aunque

parece que las interacciones tanino — proteina son la base de sus actividades

bioldgicas. Por su capacidad astringente, fas plantas con taninos se utilizan

frecuentemente como antidiarreicas y en el tratamiento de heridas y quemaduras,

favoreciendo la cicatrizacion de las mismas (Lock de Ugaz, 1994).

2.9. PRINCIPALES COMPUESTOS ANTIBACTERIANOS DERIVADOS DE
PLANTAS

Las plantas producen una gran cantidad de compuestos secundarios como

proteccion contra ataques microbianos e insectos. De hecho, mucho de estos

compuestos han sido usados en forma pura o extractos vegetales como alimento

o aplicaciones médicas en humanos (Wallace, 2004).

Otros de los compuestos derivados de plantas que poseen actividad

antimicrobiana son los fendlicos y polifenoles dentro de los cuales se encuentran:

quinonas; flavonas, flavonoides y flavonoles; taninos; y cumarinas (Murphy,

1999).

Otros son los terpenoides y aceites esenciales, los alcaloides, lecitinas y

polipéptidos, entre otros. Ademas los terpenoides, proporcionan a la planta sus

olores, otros (quinonas y taninos) son responsables del pigmento de la planta

(Murphy, 1999).

2.10. Staphylococcus aureus

Es un microorganismo ampliamente distribuido en el ambiente, coloniza al

hombre y animales. El hombre es portador sintomatico entre un 20% y un 40%

de los adultos sanos y forma parte de la flora normal en muchos sitios del
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organismo como la piel, la nasofaringe y el sistema tracto gastrointestinal,
causando diversas manifestaciones clinicas. Casi toda persona presenta algin
tipo de infeccion por Saureus durante su vida, que varia en gravedad desde
intoxicacion alimentaria o infecciones cutédneas menores hasta infecciones

graves potenciaimente mortales (Sanchez, 1997).

Figura N° 04. Staphylococcus aureus
Fuente: hitp://enwikipedia.orghviki/File:Staphylococcus_aureus_ VISA_2.jpg

2.11. Streptococcus sp.

Los estreptococos comprenden un grupo heterogéneo de bacterias responsables
de diferentes cuadros clinicos (Jawetz, 2006), tanto en el hombre como en los
animales, a partir de varios factores tales como: las caracteristicas propias del
tipo de Streptococcus responsables, la puerta de entrada y las particularidades
intrinsecas del huésped (Salazar, 20065).

Los Streptococcus sp. estan distribuidos de una forma muy amplia en la
naturaleza, unos forman parte de la microbiota y otros se relacionan con
enfermedades en cuadros clinicos muy disimiles atribuibles en parte a la
susceptibilidad hacia ellos (Todd, 2000).

Se ha observado gue esta entidad, aunque afecta con mayor frecuencia a cerdos
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bovinos y humanos, puede infectar a ofras especies como carneros, perros y

gatos (Martinez, 2001).

Figura N° 05. Streptococcus sp.

Fuente: http://enwikipedia.org/wiki/File:Streptococci.jpg
2.12. Escherichia coli
Es una de las especies bacterianas minuciosamente estudiadas, y no solamente
por sus capacidades patogénicas, sino también como sustrato y modelo de
investigaciones metabdlicas, genéticas, poblacionales y de diversa indole
(Neidhardt, 1999). Forma parte de la familia Enterobacteriaceae (Ewing et al.,
1985).
Puede ser causa de enfermedad endégena en pacientes debilitados o en
situacién de alteracion de la pared intestinal (peritonitis, sepsis, etc.), pero las
infecciones entéricas provocadas por este germen no son causadas por las
cepas que habitan normalmente el intestino, sino por lineas especialmente
patégenas en esta localizacién (Nataro y Kaper, 1398).
Se caracterizan por ser bacilos Gram negativos no esporulados, méviles con
flagelos peritricos o inméviles, aerobios — anaerobios facultativos, capaces de

crecer en agar MacConkey y en medios simples con ¢ sin agregado de NaCl,
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fermentadores y oxidativos en medios con glucosa u clros carbohidratos,
catzlasa positivos, oxidesa negativos, reducicres de nitrates 2 nitritos. Son de
répido crecimiento y amplia distribucion en ei suelo, €l agua, vegetales y gran
variedad de animales. En conjunts, la importancia de las enterchacterias en
patclogia humana puede cuantificarse constatande que constituyen e 50%
aproximadamente de todos los aislamientos clinicamente significatives en los
laboratorics microbiclgicos, y hasla el 80% de todos los haclios CGram negativos
identificades (Mataro y Kaper, 1898).

Como integrante micrcflora dei hombre y de muchos animales, se le considera
un germen indicador de contaminacién fecal cuando esta presente en €
ambiente, agua y alimentcs, junto con ofros similares agrupados bajs e

denominacion de "bacterias coliformes”.

Figura N® (068. Escherichia coli

Fuente: http://esvikipedia.org/wiki/ ArchivaibschenchiaColi_NIAID . Jog
2.13. Pseudomonas aeruginoss
Es un bacilo Cram negativo no fermeniader de 2 glucosa, seriencciente a la
rema ¢ de lzs proteobacterizs, produce pigmentes como {a piocianina,

flucresceina. Se encusnira ampiizmente distribuida en l2 naturaleza, dentro del
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género Pseudomonas se encuentran ofras especies como P. fluorescens, P.
putida, P. syringae, P. alcaligenes y P. aeruginosa.

Se puede aislar muestras de suelo, aguas pristinas y contaminadas, asi como de
plantas y animales. Todas las cepas son potencialmente patégenas para el
hombre y algunas pueden infectar también a plantas como Arabidopsis thaliana,
a invertebrados como Caenorhabditis elegans y a insectos como Drosophila
melanogaster.

Es una bacteria capaz de utilizar una enorme variedad de compuestos organicos
como sustrato para crecer, capacidad que le permite colonizar nichos en los que
son escasos los nutrientes que ofros organismos pueden asimilar. Se ha
reportado el aislamiento de P.aeruginosa de ambientes tan inh6spitos como son
el combustible de avién, soluciones de clorhexidina y el jabén.

Todos nosotros estamos en contacto diariamente con esta bacteria, ya que se
encuentra en bajas cantidades en nuestros alimentos y en algunos articulos de
limpieza. De hecho, se obtienen aislamientos de esta bacteria de entre 2y el 8%
de las heces de personas sanas (Soberon, 2002).

Representa un problema importante de salud en centros hospitalarios,
especialmente cuando se trata de pacientes con cancer o quemados. Una vez
que se establece ia infeccién, produce una serie de compuestos téxicos que
causan no solo dano tisular extenso, sino adicionalmente interfieren con el
funcionamiento del sistema inmune. Entre las proteinas que intervienen en la
infeccion por P.aeruginosa encontramos toxinas, como las enterotoxinas Ay S,
asi como enzimas hidroliticas que degradan las membranas y el tejido conjuntivo
de diversos organos. Esta situacion se ve agravada por la dificultad para tratar
las infecciones por P.aeruginosa, ya que esta bacteria presenta una muy alta
resistencia natural a distintos antibiticos y a desinfectantes (Vilar - Compte,

2003).
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Figura N° 07. Pseudomonas aeruginosa

Fuente: http://es wikipedia.org/wiki/Archivo:Pseudomonas.jpg

2.14. CIPROFLOXACINA

Durante los afios ochenta, se introdujo un atomo de flGor en la posicion 6 y
un anillo de piperazina en el C-7, originandose nuevas estructuras
(ciprofloxacina, ofloxacina, norfloxacina, etc.), las cuales presentaron mejoras,
tanto en actividad bioldgica como en propiedades farmacocinéticas (buena
absorcion oral y ampliia distribucion tisular); convirtiendo a esta generacion de
quinolonas en farmacos de primera linea frente a numerosas infecciones y
constituyendo un nuevo grupo de agentes antimicrobiancs llamados piperazinil
fluorquinolonas o simplemente fluorquinolonas (Flores, 1997).

La Ciprofloxacina es una Fluorquinolona, se utiliza en el tratamiento de
infecciones urinarias, intestinales, biliares, profilaxis de la diarrea de los viajeros
y descontaminacion intestinal en inmunodeprimidos. Posee gran difusion tisular,
semivida prolongada, buena absorcion oral y resistencia no cruzada con ofros
antibioticos, en el tratamiento de enfermedades infecciosas, preferentemente en

pacientes hospitalizados (Flores, 1997).
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Ciprofloxacina

Figura N° 08. Estructura quimica de la Ciprofloxacina (Flores, 1997).
2.14.1. MECANISMO DE ACCION DE LA CIPROFLOXACINA
Las quinolonas son antibiéticos cuyo blanco primario son la ADN girasa en
organismos Gram negativos y la topoisomerasa IV en organismos Gram
positivos.
La ADN girasa es un heterotetramero A B, con la subunidad A (Gyr A, 97kDa)
como responsable del enrollamiento del ADN, ruptura y reunion de ADN; y la
subunidad B (Gyr B, 90 kDa) como la encargada de la hidrélisis de ATP y de la
interaccion con Gyr A y ATP. La ADN girasa introduce superenrollamientos
negativos en el ADN vy libera la tension torsional acumulada por los procesos de
replicacién y transcripcién; mientras que ia topoisomerasa IV presenta una
potente actividad decatenante.
Ambas enzimas son esenciales para la replicacién y transcripcion del ADN
donde la inhibicién de estas funciones conduce a una muerte celular.
La inhibicién de la ADN girasa puede categorizarse dentro de los cinco tipos
siguientes:
»  Mecanismo especifico basado en la inhibicion de la Gyr A.
»  Mecanismo especifico basado en la inhibicién de la Gyr B.
»  Intercalacion en el ADN.

> Unién al hueco menor del ADN.
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»  Quelacion no especifica.

La enzima ADN girasa actia a través del enrollamiento de la doble cadena del
ADN alrededor de si mismo, ruptura del ADN en las dos hebras con la formacién
de un segmento de apertura a través del cual se pasa el ADN sin cortar y
finalmente reunion del ADN. La unién de ATP a Gyr B captura el segmento de
ADN sin cortar y lo dirige a través de la apertura, seguido por la hidrolisis de ATP
para permitir que la enzima regrese a su conformacion inicial. En un ciclo de
reaccion de superenroliamientos, la ADN girasa une e hidroliza dos moléculas de
ATP, con una velocidad intrinseca de hidrélisis de ATP generalmente baja,
donde la actividad de ATPasa es estimulada por la presencia de ADN. Las
moléculas de quinolona, unidas en complejos tetraméricos, se acoplan a las
hebras de ADN y a determinados puntos de las subunidades (A y B) de la girasa
y estabilizan el complejo ternario de girasa ADN-fluoroquinolona—ADN,
impidiendo su reversién y poniendo en marcha una serie de procesos, incluso
hoy todavia desconocidos, que desembocan en la lisis celular (Leyva y Leyva,
2008).

Existen estudios estructurales para explicar la accion de las quinolonas, donde
se propone que se requiere una interaccion directa entre la quinolona y el ADN
de cadena doble o sencilla. Uno de los modelos sugiere que el Mg** juega
un papel importante en la union de la quinolona al complejo ADN-—girasa,
existiendo una interaccion electrostatica y/o covalente entre el ion Mg® y una
molécula de quinolona junto con los grupos fosfato y las bases del ADN. En ofros
estudios, se sugiere también i{a presencia de puentes de hidrogeno y/o
atracciones electrostaticas entre el filior del C-6 y el sustituyente del C—7 de la
quinolona y el receptor o enzima particularmente en algunos aminoacidos como
serina 83 y/o acido aspartico 87. También se propone este tipo de interacciones

con los grupos fosfatos del ADN.
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2.14.2. RESISTENCIA BACTERIANA

Los principales mecanismos de resistencia en microorganismos son cinco:
alteracion de la Gyr A, alteracion de la Gyr B, alteracion de la topoisomerasa IV,
dificultad de paso del antibidtico a través de la pared bacteriana y exceso de
salida por alteracion de los mecanismos de flujo externo. Todos ellos, por
mutaciones de los distintos genes  que codifican la estructura o funcién
correspondiente, que reciben el nombre de la estructura modificada, o de los
selectores con que se han detectado (Gyr A, Gyr B, parC y parE para las
topoisomerasas; norC, nalB, nalD, nfxB, nfxC, marA y sox para las alteraciones
de las proteinas de membrana externa como ompF y ompC; y mexA, mexB,
mexC, mexD, oprK, oprM y norA para las alteraciones en el flujo externo)
(Leyva y Leyva, 2008).

La mayoria de las resistencias a ciertos microorganismos, Escherichia coli,
Campylobacter jejuni, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhi y Neisseria gonorrhoeae, se deben a alteraciones de la Gyr A,
siendo secundarios los otros mecanismos, aunque pueden coexistir mas de uno
y ser muttiples.

En el caso de Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae son mas
importantes las alteraciones en la topoisomerasa IV, mientras que para
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Campylobacter jejuni

también es importante un aumento del flujo externo (Leyva y Leyva, 2008).
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iil. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo fue ejecutado en las instalaciones de los Laboratorios de
Farmacognosia y Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga — Ayacucho, entre los
meses de abril a setiembre del 2010.

3.2. MATERIALES

3.2.1.MUESTRA
_Las hojas de Dodonaea viscosa (L.) Jacq. “chamana” fueron recolectados en el
pago de Ccechua, distrito de Iguain, provincia de Huanta, departamento de
Ayacucho, el mes de junio entre las 7 am. a 9 a.m,, antes que los rayos solares
incidan sobre las plantas provocando su transpiracion y se volaticen sus aceites
esenciales. Se recolectaron ias hojas en buen estado de conservacion y que
estén verdes y hayan alcanzado un buen desarroilo biologico.

3.2.2.CEPAS BACTERIANAS

Las cepas bacterianas utilizadas para determinar la actividad antibacteriana en
los extractos etandlico y acuoso fueron: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus sp. ATCC 77492, Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 suministradas por el Area Académica del Laboratorio

de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UNSCH.
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3.3. DISENO METODOLOGICO

3.3.1.DESECACION Y ESTABILIZACION

Las hojas frescas de D. viscosa (L.) Jacg. “chamana” fueron sometidos a un
tratamiento de limpieza y seleccion para eliminar elementos extrafios. Luego se
secaron a temperatura ambiente, con una buena ventilacion por un periodo de
dos semanas.

3.3.2.MOLIENDA

Una vez secas las hojas fueron seleccionadas y se sometieron a molienda
utilizando un mortero con pilon, hasta obtener un polvo fino y seco, luego se
tamizaron con una malla de 3 mm de didmetro para obtener particulas uniformes
para facilitar el proceso de extraccion, y se peso para conocer la cantidad exacta
a extraer (Miranda y Cueflar, 2000).

3.4. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

3.4.1.0BTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO

Se pes6 200 g de hojas pulverizadas para luego afiadir 2 litros de etanol de 96°.
La muestra fue macerada en un frasco de color ambar por dos semanas con
agitaciones permanentes. Seguidamente se fitré y se concentré utilizando el
rotavapor Buchi 3000 a una temperatura de 30°C haciendo girar el baldén a
40 r.p.m. con vacio constante, hasta obtener un extracto semisdlido (Caceres,
1996). Los extractos obtenidos se almacenaron hasta el momento de utilizarlos a
4°C (Torres, 2007).

3.4.2.0BTENCION DEL EXTRACTO ACUOSO

El procedimiento de extraccion con agua caliente se basé en el método de
decoccion del herbario tradicional, con una concentracion ajustada para
encontrar la definicion farmacéutica promedio de 1:10 piv (100mg/mL)

- -

(Painter, 1998).
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Fotografia N° 06. Concentracién del extracto etanélico de Dodonaea viscosa (L.)
Jacq. en rotavapor Buchi 3000.

3.5. DETERMINACION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS

Para la identificacion de los diferentes metabolitos secundarios de Dodonaea
viscosa (L.) Jacq. “chamana”, se empled las reacciones de coloracion propuesta
por (Miranda y Cuellar, 2000) (Anexo N°13) (Anexo N°14 ).

3.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Para la determinacién de la sensibilidad de una bacteria frente a un agente
antibacteriano se utilizé el Método de Kirby Bauer; ademas de la determinacion
de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMl) y la Concentracion Minima
Bactericida (CMB) (USP XXIIl) (Anexo N°12) (Anexo N°15).
3.6..PREPARACION DE LA SOLUCION ESTANDAR

Se prepard el farmaco patréon Ciprofloxacina de 500 mg, marca comercial

(Medco) para una concentracion de 1 mg/ml.
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3.6.2.PREPARACION DE LA MUESTRA

Se pesod y disolvido 1 g de la muestra del extracto etandlico con tween 80 y se
vertio en una fiola de 10 mL, se enrasé con agua destilada estéril obteniéndose
una concentracion de 100 mg/ml.. De esta solucion se realizaron las diluciones
correspondientes para obtener las concentraciones de 100, 80, 60, 40, 20 y
10 mg/mL. Estas mismas concentraciones fueron preparadas para el extracto
acuoso.

3.6.3.REACTIVACION DE LAS CEPAS

Las cepas bacterianas en estudio: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus sp. ATCC 77492, Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, fueron reactivados en caldo nutritivo y luego fueron
repicadas en viales conteniendo agar nutritivo.

3.6.4.PREPARACION DELTUBO N° § DE LA ESCALA DE MC FARLAND

La escala de Mc Farland se basa en la capacidad de precipitacion del cloruro de
bario en presencia de acido sulfurico. La finalidad, es establecer una relacion
entre una precipitacidon quimica y una suspension bacteriana. Aqui estan los
pasos para la preparacion de la Escala de Mc Farland:

Se prepar6 una solucion al 1% (w/v) de cloruro de bario anhidro (BaCly),

Se prepard una solucion al 1% (v/v) de acido sulfarico (H,SO4).

Se mezcld estas dos soluciones usando estas proporciones para obtener la
Escala de McFariand.

Para {a preparacion del Tubo N° 5 de la Escala de Mc Farland se vertié a un tubo
de ensayo estétil 0.2 mL de BaCl, 1% mas 9.5 mL de H,SO41%0, obteniéndose
una concetracion de 1,5x10° UFC/ mL de bacterias.

Luego el tubo N° 5, se selld herméticamente y se almacené a temperatura

ambiente en la oscuridad.
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3.7. PRUEBA DE DIFUSION (Método de Kirby Bauer)

3.7.1.PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO Y PLACAS

Se disolvi6 el agar Miller Hinton previamente esterilizado y se enfrié a 45°C,
luego se verti6 el medio fundido en las placas Petri estériles, sobre una
superficie nivelada y horizontal hasta una altura aproximada de 4 mm. Se dej6
solidificar el medio.

3.7.2.PREPARACION DEL INOCULO

Se seleccion6 4 colonias de las cepas bacterianas en estudio, se transfirié estas
bacterias con ayuda de un asa de Kolle a varios tubos conteniendo
aproximadamente 3 mL de caldo nutritivo. Después se incubaron los tubos a
37 °C por 24 horas en una estufa hasta que se produzca una suspensién de
microorganismos con turbiedad equivalente al tubo N° 5 de la Escala de Mc
Farland (1,5 x 10° UFC/mL), el crecimiento bacteriano se dio dentro de las
24 horas (Madigan et al., 2000).

3.7.3.SIEMBRA DEL INOCULO EN LAS PLACAS PETRI

Se realiz6 6 excavaciones de 10 mm de didmetro por placa Petri conteniendo
agar Miller Hinton. A parte, la comparacion de la actividad antibacteriana se
realizé en cuatro placas Petri, con el control positivo Ciprofloxacina (1mg/mL) y el
control negativo fue agua destilada esteril.

Se empap06 un hisopo estéril que se introdujo en el indculo, después se removidé
el exceso del in6culo del hisopo por rotacién varias veces con presion firme
sobre la pared interna del tubo. Se realizd la siembra directamente de la bacteria
en estudio elegida en una placa Petri, utilizando un hisopo estéri por
agotamiento se sembré en cuatro direcciones (horizontal, vertical, oblicuo y
circular), evitandose dejar marcas sobre la superficie del agar Muiller Hinton.

En cada pocillo se agregd 100 pL de las diferentes concentraciones del extracto

etandlico y acuoso de las hojas de Dodonaea viscosa (L.) Jacq. “chamana®.
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Luego se colocaron {as placas Petri a la estufa a 37°C por 24 horas (Madigan et
al., 2000).

Todos los ensayos de actividad antibacteriana se realizaron por triplicado.
3.7.4.LECTURA DE PLACAS

El registro de la medida del diametro de cada zona de inhibicién (incluyendo el
diametro del orificio del pocillo), se realizé con ayuda de una regla milimetrada
(Caceres, 1996) (Madigan et al.,, 2000).

3.7.5.CALCULO DEL PORCENTAJE DE INHIBICION DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICO Y ACUOSO DE LAS HOJAS de Dodonaea viscosa (L.) Jacq.

“chamana”

Didmetro de halo de inhibicién del extracto
Didmetro del halo del farmaco

Porcentaje de inhibicién = x 100

3.8. METODO DE DILUCION

Este método se basa en la determinacion del crecimiento del microorganismo en
presencia de un agente antimicrobiano, que se encuentra diluido en el medio de
cultivo (caldo). En general se prepararon diluciones del antimicrobiano en
progresion geométrica en base a 2; se inoculé la suspension microbiana en el
medio de cultivo y se hizo su respectiva incubacion, se realizé Ia lectura de la
turbidez generada, determinando qué concentracion del agente antomoctobiano
estd generando la inhibicion del crecimiento de! microorganismo.
3.8.1.CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

Se define como la menor concentracion de principio activo que inhibe el
crecimiento in vitro de las bacterias ensayadas (Koneman et al.,1992)

(Schoennech et al.,1985).
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3.8.2.CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA

Es la concentracion mas baja de un farmaco que produce la muerte del 99,9%

del microorganismo probado y solo permite la supervivencia del 0.1% de los

microorganismo en cultivo (Koneman et al., 1992)(Schoennech et al., 1985).

Ambas pruebas, la CMI y CMB se efectian bajo condiciones estandarizadas y se

expresan generaimente en mg del farmaco.

A fin de diferenciar ia actividad bacteriostatica de la bactericida, se realizé una

siembra de la zona de inhibicion a las placas de cultivo estériles. Esta siembra

consistio en coger una asada en {a zona de inhibicion las que fueron sembradas

sobre placas de agar Milller Hinton y luego incubadas a 37°C por 24 horas. La

confirmacion de la actividad bacteriostatica se evidencio por el crecimiento de los

microorganismos de prueba (Washington, 1984).

3.8.3.PREPARACION DEL INOCULO

a. Método de suspension directa de colonias:

A partir de una placa de cultivo de 24 horas, se cogié 4 colonias con un asa de

Kolle y se ajustd el indculoa una turbidez equivalente al tubo N° 5 de la Escala

de Mc Farland en una solucion salina fisiologica. Agitando luego durante 15 — 20

segundos.

b. Inéculo:

Se prepard verificando la turbidez con fa Escala de Mc Farland 1,5 x 10%

Una vez ajustado el indculo y dentro de los 15 minutos de preparado, se

procedio a diluir en caldo nutritivo para lograr 0.1/9.9 (indculo de trabajo =

1,5 x 102 UFC/mL).

¢c. Determinacién de la CMI

» A partir de la solucién madre del extracto etandlico, se realizé diluciones en
caldo nutritivo, hasta obtener fas concentraciones de 20, 10, 5, 2.5, 1.25

0.625 y 0.312 mg/mL.
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» 1 mL de la suspension de los microorganismos (1,5 x 10® UFC/mL) se
agrego a los tubos que contienen 1mlL de caldo nutritivo con el extracto
etandlico en sus concentraciones indicadas (mg/mL).

»  Luego los tubos contienen 2 mL con 1,5 x 10’ UFC/mL con el extracto
etandlico en las concentraciones indicadas (mg/mL).

»  Seincubd durante 24 horas a 37°C.

»  El punto final de la CMI, se definidé a simple vista por {a falta de turbidez en
el caldo, para ello se comparé el tubo con e control de crecimiento.

d. Determinacion de ia CMB

»  Luego de haber observado la turbidez a simple vista 0.1 mL de los caldos
no turbios se cultivé en agar Miiller Hinton.

»  Seincubd por 24 horas a 37 °C.

>  Se determiné fa UFC en los subcultivos de los caldos no turbios.

»  Se determind la CMB verificando si €l crecimiento corresponde menos del
0.1% del inéculo original.

3.9. ANALISIS DE DATOS

Los datos son representados en cuadros y graficos donde se muestra

estadisticos de tendencia central y de dispersiéon. Con la finalidad de comparar

el efecto de las concentraciones del extracto etanélico de Dodonaea viscosa (L.)

Jacq. “chamana”, se efectué el analisis de varianza y en caso de tener

significancia estadistica se empleé la prueba de Tukey (a= 0.05).
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V. RESULTADOS
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Tabla N° 02. Metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de las

hojas de Dodonaea viscosa (L.) Jacq. “chamana”. Ayacucho—-2010.

Metabolitos E Extracto
nsayo bservaciones
Secundarios etanélico o

Dragendorff - No precipita
Alcaloides Mayer - No precipita

Wagner - No precipita
Quinonas Bomntrager + Coloracién rojo pélido
Lactonas y
Cumarinas Batjet + Coloracion rojo palido
Glucdsidos
Cardioténicos Kedde - No hay coloracién
Taninos y fenoles Cloruro férrico +++ Coloraci6n verde intensa
Flavonoides Shinoda 4+ Coloracion rojo cereza
Azicares
Reductores Fehling + Coloracién anaranjada
Aminoacidos
Libres Ninhidrina - No hay coloracién
Triterpenos y Liebermann — -t Coloraci6n verde oscuro —
Esteroides Burchard negro
Catequinas Catequinas -t Mancha verde carmelita a la

luzUv

Antocianidinas Antocianidinas - No hay coloracion
Resinas Resinas ++ Precipitado blanco
Saponinas Espuma ++ Presencia de espuma
Leyenda: (-) Ausente (+): Escasa (++): Buena {(+++). Excelente
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Tabla N° 03. Metabolitos secundarios presentes en el extracto acuoso de las

hojas de Dodonaea viscosa (L.) Jacqg. “chamana”. Ayacucho-2010.

38

Metabolitos Ensayo Extracto
Secundarios acuoso Observaciones
Dragendorif - No precipita
Alcaloides Mayer - No precipita
Wagner - No precipita
Taninos y fenoles Cloruro ferrico + Coloracion verde intensa
Flavonoides Shinoda +H Coloracion rojo cereza
Saponinas Espuma +++ Presencia de espuma
Azicares reductores | Fehling e Coloracion rojo ladrillo
Mucilagos 1 Mucilagos - No hay coagulacion
‘ kPrincipios amargos Principios amargos ++ Ligeramente amargo
Leyenda: () Ausente {+): Escasa {(++): Buena (+++): Excelente




Tabla N° 04. Valores promedio de halos de inhibicibn en mm del extracto

etandlico frente a las cuatro cepas bacterianas en estudio. Ayacucho- 2010.

- Concentra- |
clones Halos de inhibicién (mm)
del extracto
etandlico Staphylococcus | Streptococcus Escherichia Pseudomonas
aureus sp. coli aeruginosa
(mg/mt.) ATCC 25923 ATCC77492 ATCC 25922 ATCC27853
100 0.0 0.0 0.0 0.0
80 0.0 0.0 0.0 00
60 0.0 0.0 0.0 0.0
40 0.0 0.0 0.0 0.0
20 103101 12.4 £ 0.2 11.6 £ 0.1 10.0+01
10 210+ 0.1 274+ 01 272+02 200102
Ciprofioxacina 362+02 432 +01 366 +£0.1 364 +£0.2
Agua destiada 0.0 0.0 0.0 0.0

* ANVA p<0.05
* Ciprofloxacina = 1mg/mL
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Tabla N° 05. Valores promedio de halos de inhibicion en mm del extracto acuoso

frente a las cuatro cepas bacterianas en estudio. Ayacucho — 2010.

Concentra-
ciones Halos de inhibicién (mm)
del extracto
standlico Staphylococcus | Streptococcus Escherichia Pseudomonas
aureus ' sp. coli aeruginosa
{mg/mt) ATCC 25923 ATCC77492 ATCC 25922 ATCC 27853
100 0.0 0.0 0.0 0.0
80 0.0 0.0 0.0 0.0
60 0.0 0.0 0.0 0.0
40 00 0.0 0.0 0.0
20 0.0 0.0 0.0 0.0
10 0.0 0.0 00 0.0
Ciprofloxacina 346+ 0.1 412102 35.3+01 376 £ 0.1
Agua destilada | 0.0 0.0 0.0 0.0

* ANVA p <005
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Tabla N° 06. Porcentaje de inhibicion de las cuatro cepas bacterianas en estudio
ala concentracion de 10 mg/mL y 20 mg/mL del extracto etanélico de Dodonaea

viscosa (L.) Jacq. “chamana” frente a la Ciprofloxacina. Ayacucho—- 2010.

% INNIBICION
BACTERIAS
10 mg/mL ' 20 mg/mL

Staphylococcus aureus 58.01 + 0.04 % 28.45+0.12 %
ATCC 25923 : :

Streptococcus sp. 63.43 £ 0.09 % 28.70 + 0.39 %
ATCC 77492

Escherichia coli 7432 +0.35 % 31.69 +0.19 %
ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa 54.95 + 0.25 % 27.47 + 0.12 %
ATCC 27853

* ANVA p <0.05
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Tabla N° 07. Concentracion Minima Inhibitoria (CMl) y Concentracidon Minima
Bactericida (CMB) en mg/mL del extracto etandlico de Dodonaea viscosa (L.)
Jacq. “chamana” frente a las cuatro cepas bacterianas en estudio.

Ayacucho - 2010.

Concentrackén Staphylococcus Streplococcus Escherichis Pseuclomonas
( ) aurens L coli seruginoas
9 ATCC25923 ATCCIT492 ATCC25822 ATCC27853
20 ' - - - -
10 - cmMmB CcMmB CMi-CMB
5 CcMmB Cmi CMI +
2.5 cmi + + , +
1.25 + + + +
0.625 + ’ + + ' +
0.312 + + + +
Leyenda:

(*+): Presencia de bacterias;

(-): Ausencia de bacterias

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria
CMB: Concentracién Minima Bactericida.
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Grafico N°01. Diagrama de caja de los halos de inhibicion generados por dos
concentraciones del extracto etanélico de las hojas de Dodonaea viscosa (L.)

Jacq. “chamana’.
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V. DISCUSION
El estudio de la actividad antibacteriana realizado en el presente trabajo de
investigacion constituye uno de los primeros en nuestro medio para Dodonaea
viscosa (L.) Jacq., encontrandose escasa bibliografia especifica que nos permita

realizar comparaciones con nuestros resultados.

En el presente estudio, el extracto etandlico y acuoso de las hojas de Dodonaea
viscosa (L.) Jacq. “chamana”, fue ensayado en S.aureus ATCC 25923,
Streptococcus sp. ATCC 77492, E.coli ATCC 25922 y P.aeruginosa ATCC 27853
para evaluar la actividad antibacteriana comparado con la Ciprofloxacina como
patron de referencia.

Al realizar el tamizaje fitoquimico del exiracto etanélico, se observaron la
presencia de compuestos fenélicos, friterpenos y esteroides, catequinas, resinas,
saponinas, antraquinonas, cumarinas, azucares reductores y aceites esenciales
(Tabla N° 02), y en el extracto acuoso; taninos y fenoles, flavonoides, saponinas,

aziicares reductores y principios amargos (T abla N° 03).

Para demostrar la actividad antibacteriana se trabajé con concentraciones de
100, 80, 60, 40, 20 y 10 mg/mL de extracto etandlico, los mismos que se
enfrentaron a S. aureus ATCC 25923, Streptococcus sp. ATCC 77492, E.colj

ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853, donde se observé halos de inhibicion
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promedio de 10.3 + 01 mm y 124 = 02 mm de diametro frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Streptococcus sp. ATCC 77492 a la
concentracion de 20 mg/mL, y de 21.0 £ 0.1 mm y 27.4 + 0.1 mm de didmetro a
la concentracién de 10 mg/mL frente a las cepas bacterianas. Asimismo se
observd halos de inhibicién promedio de 11.6 + 0.1 mm y 10.0 £ 0.1 mm frente a
E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853 a la concentracion de
20 mg/mL, y de 27.2 £ 0.2 mmy 20.0 + 0.2 mm a la concentracion de 10 mg/mL

frente a las mismas cepas bacterianas en estudio respectivamente (Tabla N° 04).

Del mismo modo se determiné la actividad antibacteriana del extracto acuoso a
concentraciones de 100, 80, 60, 40, 20 y 10 mg/mL, los mismos que se
enfrentaron a las cuatro cepas bacterianas en estudio, no habiéndose formado
los halos de inhibicion en ninguno de los casos, demostrandose de esta manera
que el extracto acuoso de Dodonaea viscosa (L.) Jacq. no tiene actividad

antibacteriana (Tabla N° 05).

El porcentaje de inhibicion de las cepas bacterianas se determiné con las
concentraciones de 10 y 20 mg/mL de extracto etandlico de D. viscosa (L.) Jacq.
“chamana” frente a la Ciprofloxacina (1img/mL), donde S. aureus ATCC 25923
mostro un 58.01 + 0.04 %, Streptococcus sp. ATCC 77492 63.43 + 0.09 %,
E. coli ATCC 25922 7432 + 035 % y P. aeruginosa 5495 + 025 % de

porcentaje de inhibicion a 10 mg/mL de extracto etandlico (Tabla N° 06).

La concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Minima Bactericida
(CMB) del extracto etandlico de Dodonaea viscosa (L.) Jacq. fue demostrada a
concentraciones de 10 mg/mL y 5 mg/mL frente a Streptococcus sp.
ATCC 77492, E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853 respectivamente

(Tabla N° 07).
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con los solventes apolares (diclorometano y acetona) para determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) frente Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa variaron de
16 pyg/mL a mas de 250 pg/mL.

Segun Muhammad et al. (2009), doterminaron la actividad antibacteriana de los
extractos etanédlico y n — hexano, diclorometano, etil acetato, n — butanol vy
fracciones acuosas de D.viscosa que fueron probados frente a bacterias
Gram positivos: Bacillus subtilis, Bacillus aereus, Micrococcus luteus,
staphylococcus aureus, y tres bacterias Gram negativas: Escherichia coli,
Salmonella typhi, y Pseudomonas aeruginosa.

En la investigacion preliminar demostraron fa inhibicion contra Staphylococcus
aureus, Micrococcus luteus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

En la cromatografia de capa delgada, las fracciones demostraron zonas de
inhibicion con diversos valores del Rf frente a Bacillus Subtilis, Micrococcus
luteus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa demostrandose la presencia
~ de componentes antibacterianos.

La Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de las fracciones crudas mostraron un
rango de 5 a 20.0 mg/mL. Los nivelos altos de las Concentraciones Minimas
inhibitorias (CMIs) de las fracciones fueron atribuibles al hecho de que éstos
presentaron ciertos componentes activos de crecimiento para las bacterias, de
tal modo, necesitando la presencia de gran cantidad de fracciones del extracto
crudo para inhibir su crecimiento.

Getie et al. (2003), demostraron la actividad antimicrobiana de los extractos
acuoso, metandlico, etanélico y etil acetato do las hojas de Dodonaea viscosa
var. angustifolia, fueron probados contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans y Mycobacterium smegmalis. La mejor actividad

fue observada con la prueba de difucién liquida realizada con todos los extractos,
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donde los extractos etandlico y metandlico de D. viscosa, mostraron una buena
inhibicion contra Staphylococcus aureus, Mycobacterium smegmalis con una
Concentracion Minima Inhibitoria (CMIl) de 25 mg/mL y 1.25mg/mL
respectivamente en el bioensayo.

En el grafico N° 01, se observa en el diagrama de caja los halos de inhibicion
promedio de las bacterias en estudio enfrentadas a las concentraciones de 10 y
20 mg/mL del extracto etandlico de D. viscosa (L.) Jacq., en €l cual, se observa
que la mayor inhibicion fue a la concentracion de 10 mg/mL, mientras el menor
valor de inhibicién se encontré a la concentracion de 20 mg/mL.

Esta diferencia de valores se debid por la presencia de resinas acidas y grasas
presentes en €l extracto etandlico de las hojas de Dodonaea viscosa (L.) Jacq.
“chamana”, tales componentes evitaron una adecuada solubilidad y dispersion
homogénea de los metabolitos secundarios en el disolvente, es por ello, el uso
del tween 80 como agente emulsificante, fue UOtil para obtener una Optima
dispersion de los principios activos que evitd la formacién de zonas oleosas
sobre €l agar, es asi, a la concentraciéon de 10 mg/mL se obtuvo un mejor halo
de inhibicién, debido a la abundante presencia de flavonoides que le confiere
accion antibacteriana, se deberia a que éstos, presentan en su estructura
hidroxilos fendlicos, penetran facimente a través de la membrana celular
bacteriana, se combinan vy precipitan las proteinas protoplasmaticas
desnaturalizandolas y actuando como venenos protoplasmaticos, esto resultados
se deben probablemente que ademas de contener sustancias activas de
propiedades quimicas semejantes, existen otras sustancias como los taninos y
principios amargos aromaticos que incrementan en cierta forma esta actividad,
estos resultados observados podrian ser causados por un sinergismo de los

constituyentes (Lock de Ugaz,1994).
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En el grafico N° 02, se observa los valores medios de los halos de inhibicion de
las cuatro cepas bacterianas en estudio enfrentadas a las concentraciones de
10 y 20 mg/mL de extracto etanélico de D. viscosa (L.) Jacq. en el cual se
observa que los mayores valores de inhibiciéon se obtienen a la concentracion de
10 mg/mL, mientras a la concentracién de 20 mg/ml las cepas bacterianas
presentan menores valores de inhibicion.

Se obtuvo mejor resultado a la concentracién de 10 mg/mL de extracto etanélico
de D.viscosa (L) Jacq. debido a que los flavonoides presentes, tienen un
mecanismo de accién que actiia a través de la inhibicién de enzimas claves,
tales como las protein-kinasas, tirosin-kinasas vy lipido-kinasas, que participan en
la transduccién de sefiales entre las células bacterianas (Cowan, 1999).

En cambio a la concentracion de 20 mg/mL, la posible explicacién corresponde a
la posibilidad que el compuesto activo no alcance el sitio blanco de accién o bien,
la estructura de las porinas impida el paso del principio activo al interior de la
células bacterianas (Cowan,1999).

En el grafico N° 03, se observa el porcentaje de inhibicién a la concentracion de
10 mg/mL enfrentadas a fas cuatro cepas bacterianas en estudio, en el cual, los
mayores valores de inhibiciéon fueron para E. coli ATCC 25922 y Streptococcus
sp. ATCC 77492, mientras S. aureus ATCC 25923 y P. aeruginosa ATCC 27853
mostraron menores valores de inhibicién. Al realizar la prueba de ANVA se hallé
significancia estadistica (p < 0.05), esto nos indica que existe diferencia en por lo
menos en una de las bacterias en estudio.

Por ello se realizo 1a prueba de Tukey, en el cual se determiné que las cuatro
cepas bacterianas son diferentes en cuanto a los porcentajes de inhibicion que
presentan frente al extracto etanélico de concentracién 10 mg/mL, siendo E. coli
ATCC 25922 que presenta mayor porcentaje de inhibicién, mientras el menor

valor inhibitorio fue para P.aeruginosa ATCC 27853 respectivamente.
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Por otra parte, el extracto etandlico de D. viscosa (L.) Jacqg. a la concentracion de
10 mg/mL, mostrd actividad antibacteriana comprobable con el farmaco patrén
(Ciprofloxacina) para E. coli ATCC 25922, esto es corroborable por (Ramirez y
Dias, 2007), donde mencionan una accion antibacteriana se considera alta
cuando su porcentaje de inhibicion relativo es > 70 %, intermedio entre el
50 — 70 % y baja cuando es < 50 %. Esto explicaria que a ésta concentracion,
hay una mejor obtencion de porcentajes de inhibiciin, por el sinergismo que se
habria dado por el mecanismo de sumacién de los componentes activos, debido
a que los principios activos presentes en el extracto etandlico producen el efecto
por mecanismos diferentes, y juntos dan como resultado un mayor efecto
inhibitorio (Cowan, 1999).

En el grafico N° 04, se observa el porcentaje de inhibicidn a la conentracion de
20 mg/mL enfrentadas a las cepas bacterianas en estudio, en el cual se observa
que el mayor valor inhibitorio fue para E. coli ATCC 25922, mientras
Streptococcus sp. ATCC 77492 y S. aureus ATCC 25923 mostraron valores
similares y finalmente P. aeruginosa ATCC 27853 presentdé menor valor
inhibitorio. Al realizar la prueba de ANVA se halld significancia estadisitca
(p < 0.05), esto nos indica que existe diferencia en por lo menos en una de las
bacterias en estudio.

Por ello se realiz6 la prueba de Tukey, en el cual se determin6é que por lo menos
dos bacterias son similares en cuanto a los valores de porcentaje de inhibicion,
mientras E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853 mostraron diferentes
valores inhibitorios respectivamente.

En cambio, el extracto etandlico de D. viscosa (L.) Jacg. a la concentracion de
20 mg/mL, mostré una baja actividad antibacteriana comprobable con el farmaco
patron (Ciprofloxacina) para las cuatro cepas bacterianas, esto es corroborable

por (Ramirez y Dias, 2007). Esto explicaria que a ésta concentracion, las

54



bacterias fueron menos sensibles al extracto etandlico, debido posiblemente a
una enmascaracion de los componentes activos por la presencia de resinas, la
cual hizo que las bacterias activaran sus mecansimos de defensa como son los
compuestos anfipaticos presentados por las bacterias Gram negativas que
operan como bombas de expulsién de diversas sustancias, por lo cual, el
componente antibacteriano es expulsado de manera inmediata, sin alcanzar a

cumplir el efecto inhibitorio (Cowan,1999).
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VI. CONCLUSIONES

1. El extracto etandlico de Dodonaea viscosa (L) Jacq. “chamana”, tiene
actividad antibacteriana, mientras el extracto acuoso no presenta dicha
actividad.

2. El extracto etandlico de hojas de Dodonaea viscosa (l.) Jacq. “chamana“
contiene compuestos fendlicos; triterpenos y esteroides; catequinas; resinas;
saponinas; antraquinonas, cumarinas, azUcares reductores y aceites
esenciales, y el extracto acuoso posee taninos; flavonoides; saponinas;
azucares reductores y principios amargos.

3. La Concentracion Minima Inhibitoria (CMi) y la Concentracion Minima
Bactericida (CMB) del extracto etanodlico son de 5§ y 10 mg/mL frente a
Streptococcus sp. ATCC 77492, Escherichia coli ATCC 25922 vy
Pseudomonas aaruginosa ATCC 27853

4. Se comparé los resultados obtenidos del extracto etanélico con el estandar
ciprofloxacina 1mg/mL, demostrandose porcentajes de halos de inhibicion de
74.32 £ 0.35 % frente a Escherichia coli ATCC 25922, 63.43 + 0.09 % frente a
Streptococcus sp. ATCC 77492, 58.01 + 0.04% frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y 5495 + 0.25 % frente a Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853 a concentracion de 10 mg/ml del extracto etandlico.
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Vii. RECOMENDACIONES
En futuras investigaciones utilizando esta planta se debe hacer un
fratamiento para la extraccion de resinas y de esta forma evitar
interferencias en su actividad antibacteriana.
Continuar con €l estudio de la especie vegetal Dodonaea viscosa (L.) Jacq
“chamana”, para aislar, caracterizar y elucidar sus componentes quimicos.
Determinar la toxicidad de esta especie vegetal, a fin de proponer su
adecuado uso a nivel posoldgico y fitoterapéutico.
Profundizar estudiqs microbiologicos y fammacologicos en el exiracto
etandlico para una futura obtencion de una formula farmacéutica.
Realizar estudios de conservacion y manejo de la especie vegetal
Dodonaea viscosa (L.) Jacg. “chamana”, y asi evitar la destruccion, uso

desmesurado y extincion en el departamento de Ayacucho.
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IX. ANEXOS



ANEXON°01

Tabla N° 07. Andlisis de varianza de dos concentraciones del extracto etandlico

de Dodonaea viscosa (L.) Jacq. “chamana’ para las cuatro cepas bacterianas en

estudio. Ayacucho-2010.

Suma de "

Fuente cutaig;alt:'os g curderglt?c a F Sig.

Modelo corregido 1138,526(a) 7 | 162647 7653,958 000

Interseccién | 7339,504 1 }7339,504 34538841 | ,000

Bacterias 114,251 3 38,084 1792176 ,000

Concentraciones mg/mL 086,884 1 986,884 46441588 | 000

Bacterias * Concentraciones mg/mL } 37,391 3 12,464 586,529 ,000

Error 340 16 | ,021 o
Total 8478,370 24
Total corregida 1138,866 23

a R cuadrado= 967 (R cuadrado corregida = .960)

Si: Sig.> 0.05: todos los tratamientos son estadisticamente similares.

Si: Sig. < 0.05: Por o menos uno de los tratamientos es diferente del resto.




ANEXON®°02
Tabla N° 08. Valores de las medias marginales estimadas para las cuatro

cepas bacterianas en estudio. Ayacucho — 2010.

Intervato de confianza
Bacterias Media Errortip. al85%.

Limite Limite

inferior superior
E coli ATCC 25922 19,400 060 19,274 19,526
P. aeruginosa ATCC 27853 15,000 060 14874 15,126
S. aureus ATCC 25923 15,650 060 15,524 15,776
Streptococcus sp. ATCC 77492 19,900 060 19,774 20,026




Tabla N° 09. Valores de

ANEXON°03

las medias marginales estimadas para las

concentraciones del extracto etandlico de Dodonaea viscosa (L) Jacq.

“Chamana’. Ayacucho—2010.

intervalo de confianza
al95%
Concentraciones (mg/mL) Media Errortip.
Limite Limite
inferior superior
10 23,900 ,042 23811 23989
20 11,075 ,042 10,986 11,164




ANEXO N° 04

Tabla N° 10. Valores de las medias marginales estimadas de los halos de

inhibicion de las cuatro cepas bacterianas en estudio versus

las dos

concentraciones del extracto etandlico de Dodonaea viscosa (L) Jacq.

“chamana’. Ayacucho ~2010.

intervalo de confianza

Concen- al95%.
Bacterias traciones Media Errortip.
{mg/mL) Limite Limite
inferior superior
) 10 27,200 ,084 27,022 27,378
E. coli ATCC 25922
20 11,600 ,084 11,422 11,778
] 10 20,000 084 19,822 20178
P. aeruginosa ATCC 27853
20 10,000 ,084 9,822 10,178
10 21,000 084 20,822 21,178
S. aureus ATCC 25923
20 10,300 084 10,122 10,478
10 27,400 084 27,222 27,578
Streptococcus sp. ATCC 77492
20 12,400 ,084 12,222 12,578




ANEXON°05
Tabla N° 11. Prueba de Tukey de las medias de los halos de inhibicién para las

cuatro cepas bacterianas en estudio. Ayacucho — 2010.

DHSdeTukey
Bacterias N Subconjunto
1 d c b a

P._aeruginosa ATCC 27853 6 15,000

S aureus ATCC 25923 6 15,650

E. coli ATCC 25922 6 19,400

Streptococcus sp. ATCC 77492 6 19,900
. Significacién 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en subconjuntos homogéneos.
Basado en la suma de cuadrados tipo lil

El término error es la Media cuadratica (Error) = ,021.

a Usa €l tamafio muestral de {a media armdnica = 6,000

b Alfa= ,05.



ANEXQO N°06

Tabla N° 12. Valores descriptivos y analisis de varianza del porcentaje de

inhibicién a la concentracion de 10 mg/mL del extracto etandlico de D. viscosa

(L.) Jacq. “chamana”

Ayacucho-2010.

enfrentadas a las cuatro cepas bacterianas en estudio.

Intervalo de confianza
ial ra la media al 95%
Bacterias N | Media gzz"t"a Eé"" i
p- p- Limite Limite
inferior superior
E coli ATCC 25922 3 74,3167 ,34501 ,19919 73,4596 75,1737
P aeruginosa ATCC 27853 3 549467 ,24502 ,14146 54,3380 55,5553
S aureus ATCC 25923 3 |58,0100] .,04000 | ,02309 57,9106 58,1094
Streptococcus sp. 77492 3 1634267} 08505 |.04910 63,2154 63,6379
Total 12 1 626750 | 7,70551 | 222439} 57,7792 67,5708
Suma de Media cua- .
cuadrados gl dratica Sig.
Inter-grupos 652,748 3 217,583 4631,884 ,000
376 8 047
Intra-grupos
Total 653,124 11




ANEXO N°07
Tabla N° 13. Prueba de Tukey del porcentaje de inhibicién a la concentracién de

10 mg/mL para las cuatro cepas bacterianas en estudio. Ayacucho-2010.

HSDdeTukey
N Subconjunto para alfa = .05
Bacterias
d ' ¢ b a

P._aeruginosaATCC 27853 3 549467

S. aureus ATCC 25923 3 58,0100

Streptococeus sp. ATCC 77492 3 63,4267

E coli ATCC 25922 3 74,3167
 sig 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homagéneos.

a Usa el tamaiio muestral de la media arm6nica = 3,000.



ANEXON®°08

Tabla N° 14. Valores descriptivos y andlisis de varianza del porcentaje de

inhibiciéon a la concentracion de 20 mg/mL del extracto etandlico de D. viscosa

(L.) Jacqg. “chamana” enfrentados a las cuatro cepas bacterianas en estudio.

Ayacucho — 2010.

" Intervalo de con-
tip. Limite | Limite
inferior | superior
£ coli ATCC 25022 3 | 316933 | 18502 | 10682 | 312337 | 321530
P. aeruginosa ATCC 27853 3 | 274700 | ;12000 | 06928 | 27,1719 | 27,7681
S. aureus ATCC 25923 3 | 284500 | ,12000 | 06928 | 28,1519 | 287481
Streptococcus sp. ATCC 77492 | 3 | 287000 | 39000 | 22517 [27.7312 | 206688
Total 12 | 200783 | 166020 | 47926 | 280235 | 301332
s |9 [ Mamar |k si.
inter-grupos | 29889 3 9,963 185,241 000
Intra-grupos 430 8 054
Total 30,319 1




ANEXO N°09
Tabla N° 15. Prueba de Tukey del porcentaje de inhibicién a la concentracion de

20 mg/mL para las cuatro cepas bacterianas en estudio. Ayacucho-2010.

HSDdeTukey
Bacterias N Subconjunto para alfa = .05
1 c B =

P. aeruginosa ATCC 27853 3 27,4700

'S aureus ATCC 25923 3 28,4500

Streptococcus sp. ATCC 77492 3 28,7000

E coli ATCC 25922 3 31,6933
| Significacia 1000 ) 576 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestrat de la media arménica = 3,000.



ANEXON® 10

DISENO EXPERIMENTAL DEL EXTRACTO ETANOLICO

OLECCION DE LA MUESTRA

1

—s Limpieza y seleccion

1

1 .y e .z
—» Desecacion y estabilizacion
t
!
t

‘—>Molienda

1
1
Y.

+
1
t

‘—s»Maceraren etanol 96° (2 Semanas)

1

1

1
v

XTRACTO ETANOLICO

1
1
1
1
'
1

~—» Concentrar (Rotavapor a 40 r.p.m. a 30°C)

‘

EXTRACTO CONCENTRADO |

Fuente: Lock de Ugaz, (1994)



ANEXO N° 11
DISENO EXPERIMENTAL DEL EXTRACTO ACUOSO

i o o N T

RECOLECCION DE LA MUESTRA

1

[}

.v - . L

— Limpieza y seleccion

]

—» Desecacion y estabilizacion
t

t

— Molienda

v
|
)4

POLVO SECO

— Pesar

]
— Disolver en agua destilada estéril caliente

E——» Enfriar y filtrar

v
(
| EXTRACTO ACUOSO

bl

Fuente: Lock de Ugaz, (1994).



ANEXO N° 12

ESQUEMA DE LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

AGAR MULLER"
__ HINTON

]

H
— Pesar

}—— Disolver
]

— Esterilizar

E—P Enfriar 45°C
1]

' ALY
CALDO DE CULTIVO

—Sembrar
» Incubar a 37°C

i
i
!
1

1
v

- - -

—— Diseminacion

- -

—— Excavacion
‘— Inyectar 100l de la solucién
etandlica y/o acuosa

- -

; MEDIO DE CULTIVO INOCULADO Y MUESTRAW;

&

h
]
i—— Incubar a 37°C/18 horas

w

LECTURA
(Diametro)

Fuente: Alarcon et at,, (2010).



ANEXON® 13
ESQUEMA DEL ANALISIS FiSICO - QUIMICO CUALITATIVO EN EL
EXTRACTO ETANOLICO

EXTRACTO ETANOLICO
DIVIDIR EN FRACCIONES DE 2 mL cl/u

S

Ensayo de i !
Licbermsnn |

} burchard }
|

w

Fuente: Miranda y Cueliar, (2000).



ANEXON?®° 14

ESQUEMA DEL ANALISIS FISICO - QUIMICO CUALITATIVO EN EL

EXTRACTO ACUOSO

~ DIVIDIR EN FRACCIONES DE 2 mL clu

ok

EXTRACTO ACUOSO

2mL

Ensayo de
Fehling

162gotas ‘
Ensayo de Princi-

. pios amargos

6 mL en 3 porciones -

2mL
Ensayo de Ensayo de
Dragendorff, Mayer y Cloruro férrico
Wagner

10mL

Ensayo de
Muscilagos

Fuente: Miranda y Cuellar, (2000).



ANEXO N°15
ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO DE LA DETERMINACION DE LA CMI Y
CMB PARA MICROORGANISMO Y EXTRACTOS VEGETALES

1 mL de B suspensién de microorganismos 1,5 x 100
UFC/ml se agregd a los tubos que comtenian 1 ml de
caldo con ef extracto en las conoentracioses indicadas

{mg/mL).
DiA 1
---------- ’ \Q.-'--'Q-‘
- -
[2 i . ‘ ' ] b
' [ ¢ ¢ M ¥ ] ‘
v 4 ¥ 2 '
F/Comml
Los tubos contienen ahora 2 ml con
1,5 x 10" UFC/ml. y el extracto en las
! 7~
MM o881 Inmediatameste 0.1 mi. del tubo
25 U 3 W 2 L) | se subcultiva en agaxr Ml
Hanton.
DiA 2 4
.......... “"‘n-‘--c--‘q
L ~
S e e e . Se observé trbidez a simple vista;
: : : : : : : : 0.1 ml de los calkdos no txbios se
L] ] . v v v K] v ' subcultiva en agar Muller Harton,
’l "
, ¢ Se detesmina ka UFC eq e tubo
.\‘ ¢ / conwol por recuento de colonias
. N&/ 500 UFC = 5x 100Ami
¢ -
G2 % 18 8 & # »
’ ’ J
4 ' »
) v [\
4 q
SN N
% Se determing tas UFC en kos suboultivos de
3 fos cakios no turbios § UFC = 50 UFC/ml en
¢ el tubo que contenia 2.5 mg/ml de extracto
Dia3 :
! * '
18 - 24 horas de incubacian
.\g / \'\. \‘
’
.. ,* 3
S’ N

Fuente: Alarcon et al,(2010).



ANEXO N° 16

Fotografia N° 07. Coloraciones caracteristicas al realizar el reconocimiento de
metabolitos secundarios del extracto etandlico en Dodonaea viscosa (L) Jacq.

“‘chamana”.

Fotografia N° 08. Coloraciones caracteristicas al realizar el reconocimiento de

alcaloides en Dodonaea viscosa (L.) Jacq. “chamana.



ANEXO N° 17

Fotografia N°® 09. Coloraciones caracteristicas al realizar el reconocimiento de
metabolitos secundarios del extracto acuoso en Dodonaea viscosa (L.) Jacq.

“chamana”.

Fotografia N° 10. Excavacion de orificios en placas con agar Milller Hinton.



ANEXO N° 19

Fotografia N° 13. Resultados de la formacion de los halos de inhibicidon en las

cuatro cepas bacterianas en estudio.

Fotografia N° 14. Grupo de tubos con el extracto etandlico diluidos a diferentes
concentraciones (lado izquierdo) y tubos conteniendo las cuatro cepas

bacterianas en estudio comparados con la Escala de Mc Farland (lado derccho).



ANEXO N° 18

Fotografia N° 11. Placas Petri inoculados con diferentes concentraciones del

extracto etandlico sobre las cuatro cepas bacterianas en estudio.

Fotografia N° 12. incubacion de las placas Petri a 37°C en la estufa.



ANEXO N° 20

Fotografia N° 15. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria de

Siaphylococcus aureus ATCC 25923.

Fotografia N° 16. Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria de

S‘reptococcus sp. ATCC 77492.



ANEXO N° 21

Fotografia N° 17. Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria de

Escherichia coli ATCC 25922.

Fotografia N° 18. Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.



ANEXO'N°22

CLASIFICACION BOTANICA DE Dodonaea viscosa (L.) Jacg.

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

CERTIFICA

Que, el Bach. En Farmacia y Bioquimica, Sr. Yoel, GUEVARA ROMANI, ha
solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido determinada segun el Sistema de Clasificacién de Engler y
Prantl, modificado por Melchior en 1804, y es como sigue:

DIVISION : ANTOPHYTA (ANGIOSPERMAE)
CLASE : DICOTILEDONEAE

SUBCLASE ARCHYCLAMIDEAS

ORDEN : SAPINDALES

FAMILIA : SAPINDACEAE

GENERO : Dodonaea

ESPECIE : Dodonaea viscosa {L.) Jacq.
NV. : “chamana”

Se expide la certificacién correspondiente a solicitud del interesado para
los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 10 de Mayo del 2011

Herbarium Huamangensis

Blga. Laura Aucasime Medina
Jefe
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
R.D N° 179-2011-FCB-D
Bach. YOEL GUEVARA ROMANI

En la Ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dia jueves 09 de junio del dos
mil once en el Auditorio de la Facultad de Cencias Biol6gicas reunidos los docentes
miembros de Jurado bajo la presidencia del Maestro Elmer Avalos Pérez en su calidad de
Decano de la Facultad de Ciencias Biolgicas y con la asistencia del Magister Enrique Javier
Aguilar Felices, Magister Marco Rolando Aronés Jara y la Magister Rosa Guevara Montero
como Asesora del trabajo de investigacion, actuando como secretaria docente la Magister
Maricela Lopez Sierralta, para recepcionar la tesis titulada: “Actividad antibacteriana de
los extractos etandlico y acuoso de las hojas de Dodonaea viscosa (L.) Jacq.
“Chamana”, presentado por el Bachiller en Farmacia y Bioquimica YOEL GUEVARA
ROMANI, quien pretende optar el titulo profesional de Quimico Farmacéutico.

El Decano inicia el acto de sustentacion indicando a la secretaria docente la revisién de los
documentos en mesa y la lectura de la Resolucion Decanal N° 179 —- 2011 — FCB — D, para
luego indicar al sustentante, aspectos relacionados al proceso de exposicién durante el
tiempo correspondiente no mayor a cuarenta y cinco minutos, evitar realizar solo la lectura
de las diapositivas empleadas para la exposicion del trabajo de investigacion.
inmediatamente el sustentante inicia su exposicion de tesis durante el tiempo
correspondiente haciendo uso del equipo multimedia.

El Decano inicia la segunda etapa de la sustentacion en la cual los miembros del jurado
calificador realizan las observaciones y preguntas que crean conveniente para realizar fa
evaluacion correspondiente, iniciando su participacion el profesor Marco Aronés, luego el
profesor Enrique Aguilar y finalmente la profesora Rosa Guevara como Asesora del trabajo
de investigacion, luego el Decano solicita al sustentante y pulblico en general que
abandonen el auditorio para que el jurado pueda deliberar y evaluar como sigue.

JURADO CALIFICADOR EXPOSICION RESPUESTAS PROMEDIO
Mg. Enrique Aguilar Felices 17 16 17
Mg. Marco Aronés Jara 17 17 17

Mg. Rosa Guevara Montero 17 16 17



De la evaluacién correspondiente el sustentante obtuvo la nota promedio de DIECISIETE
(17) de lo cual dan fe los miembros estampando su fima al pie de la presente. Culmina el
Acto de Sustentacion, siendo las Seis y treinta de la noche.
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Presidente Miembro
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Mg. RO 7GUEVARA MONTERO
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Mg. MARICEI/A LGPEZ SIERRALTA
Secretaria Docente
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