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ii.- Titulo

Efecto antibacteriano de Oenotherarosea L * Chupasangre’ frente a cepas
de Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniaey Escherichia coli.



iii.- Resiimen

En la actualidad & uso irraciona de los antimicrobianos ha contribuido a la
diseminacion de microorganismos que son resistentes a drogas de primera linea, de bajo
costo y efectivos. La OMS clasifica, segun la resistencia antibiética, a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae, como prioridad critica, elevada 'y

media respectivamente.

Posee efecto antibacteriano €l Oenothera rosea L "Chupasangre” frente a cepas de

Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y Escherichia coli.

OBJETIVO: Comprobar €l efecto antibacteriano in vitro del extracto de Oenothera
rosea L "Chupasangre’ en cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia Coli y
Streptococcus pneumoniae proporcionadas por e laboratorio COLECBI SA.C. —
Nuevo Chimbote.

METODOS: Paraello emplearemos los Métodos experimentales: 1. Método de Kirby-
Bauer (método de difusion en agar), de dosis gradual para evaluar e efecto
antibacteriano, de cada extracto de chupasangre frente a cepas de Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae y Escherichia Coli proporcionadas por € |aboratorio
COLECBI S.A.C. — Nuevo Chimbote. 2 Para € andlisis fitoquimico e identificacion de
metabolitos secundarios se empleara € método de Olga Lock. 3 € método de
cromatografia en capa fina (TLC). Y 4 Para la obtencién del extracto se utilizaran €l

método de percolacidn, filtracion, concentracidn en rota vapor efecto antibacteriano.

Palabras clave: Oenotherarosea |, Efecto antibacteriano



Iv.- Abstract

Currently, the irrational use of antimicrobials has contributed to the spread of
microorganisms that are resistant to first-line, low-cost and effective drugs. WHO
classifies, according to antibiotic resistance, Escherichia coli, Staphylococcus aureus

and Streptococcus pneumoniae, as critical, high and medium priority respectively.

Oenothera rosea L “Chupasangre” has antibacteria effect against strains of
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae and Escherichia coli.

OBJECTIVE: To verify thein vitro antibacterial effect of the extract of Oenothera rosea
L “"Chupasangre” in strains of Staphylococcus aureus, Escherichia Coli and
Streptococcus pneumoniae provided by the COLECBI SA.C. - New Chimbote.
METHODS: For this we will use the experimental methods: 1. Kirby-Bauer method
(agar diffusion method), of gradual dose to evaluate the antibacteria effect, of each
bloodsucker extract against strains of Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae and Escherichia Coli provided by the COLECBI SAC laboratory - New
Chimbote. 2 Olga Lock's method will be used for phytochemica analysis and
identification of secondary metabolites. 3 the thin layer chromatography (TLC) method.
And 4 The method of percolation, filtration, concentration in broken steam antibacterial
effect will be used to obtain the extract.

Key words: Antibacterial effect of OenotherarosealL.
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I. Introduccion

Lamayor parte de infecciones por Staphylococcus aureus que la poblacién adquiere
son cepas portadas de la pie representando € diagndstico dermatolégico mas
frecuente y la forma mas comin es e impétigo (80%). Dado la ata prevalencia e
incidencia de infecciones por esta bacteria piégena 'y del empleo de tratamientos

estandarizados se viene presentando una elevada resistencia.

La Oenothera rosea 0 hierba del golpe, es una planta usada cominmente como
cataplasma en e tratamiento de traumatismos de partes blandas e infecciones
superficiales de la piel, asi como también para € control de dolor en casos de
reumatismo, cidtica y dolores musculo esgueléticos. Las partes mas usadas de la
planta son las hojas, pero también los tallos y las flores. Sin embargo, de manera
tradicional se emplea localmente para e tratamiento de heridas infectadas
superficiales, producidas por estafilococos y estreptococos, observadas
comunmente en comunidades algjadas de |os centros urbanos y desprovistos de una

cobertura basica de salud.



1.1 Antecedentes y fundamentacion cientifica.
1.1.1. Antecedentes

Marquez, Y. et al (2018) El género Oenothera consta de 145 especies de
hierbas que se usaron para tratar las afecciones de la piel, diabetes mellitus,
problemas renales y hepéticos, y como medicamentos antidiarreicos y
antiinflamatorios, entre otros. Se ha informado que la variedad es grande
cuando nos referimos a compuestos quimicos del género Oenothera, entre
ellos los taninos, flavonoides, esteroides, carbohidratos y lipidos. Este
estudio se centro en investigar € efecto de diferentes extractos de Oenothera
rosea L” Hér. Parte aérea ex Ait (de agua, etanol, metanol, acetato de etilo,
cloroformo y hexano) sobre € contenido total de flavonoides y compuestos
fendlicos; asimismo el andlisis de sus actividades antioxidantes, analgésicas
y antiinflamatorias. La accion antioxidante se reaizd considerando la
competencia de los extractos para eliminar los radicales libres DPPH
mientras que las actividades analgésicas y antiinflamatorias de la mayoria de
los extractos potentes se evaluaron mediante el reflgjo de retorcimiento del
acido acético, los modelos de formacion de granulomas inducidos por
granulos de placa caliente y algodon, respectivamente. Los extractos de
metanol, etanol y acetato de etilo mostraron un alto contenido de
compuestos fendlicos, siendo €l etanol el mejor disolvente parala extraccion
de flavonoides (28.84 + 0.46 mg de flavonoides / g de extracto). La mayor
accion antioxidante se observo con los extractos de metanol, hexano y
acetato de etilo (8951 = 0.38, 89.42 + 042 y 89.05 %= 0.34%,
respectivamente). Los extractos de etanol y acetato de etilo mostraron una
actividad analgésica con porcentges de inhibicion de los parametros
evaluados de mas del 50%. El extracto de acetato de etilo regulaalabagala
inflamacion crénica sin inducir dafio gastrointestinal. Estos hallazgos
proporcionan evidencia cientifica de Oenotherarosea L.



Calva, N. et al. (2018), Oenothera rosea es una especie tradicionalmente
utilizada en e tratamiento de la inflamacion, dolor de cabeza, dolor de
estdmago, infecciones, entre otros. Este estudio tuvo como finalidad aclarar
la labor antiinflamatoria aguda del extracto acuoso de O. rosea por colitis la
cua se induce por &cido 2,4,6-trinitrobenceno sulfénico (TNBS). Las ratas
fueron asignadas a azar en seis grupos. (1) Falsa; (I1) EtOH; (111) TNBS; y
(IV = VI) 250, 500 y 750 mg / Kg, respectivamente. La lesion del colon se
indujo (grupos I11-VI) por instilacién intrarrectal de 0,25 ml de TNBS (10
mg) en etanol a 50%. Los grupos | y Il recibieron un enema (0,25 ml) de
solucion salina fisiolégica o etanol a 50%, respectivamente. Los
tratamientos se administraron por sonda oral 48, 24y 1 h antesy 24 h
después de la induccién. La respuesta inflamatoria se evalud considerando
el dafio macroscopico y microscopico, e oxido nitrico del suero (NO), los
niveles colonicos de IL-1B y la actividad de la mieloperoxidasa (MPO).
Ademés, redlizamos un perfil de metabolitos basado en LC-MS y un
acoplamiento en el MPO. Las dosis de 500 y 750 mg / kg mostraron un
efecto protector en € dafio colénico inducido por TNBS. Esta actividad
estuvo relacionada con la regulacion a la baja de los parametros evaluados.
Ademés, considerando informes anteriores, se seleccionaron 29 metabolitos
de 91 detectados para €l acoplamiento, de los cuales e écido isolimdnico
(29) y e Kaempferol 3- (2 ", 4 " diacetiirhamnoside) (10) mostraron la
mayor afinidad por MPO. El extracto acuoso de O. rosea protegi6 el dafio
colénico inducido por TNBS en ratas, un efecto que podria estar asociado
con la presencia de compuestos polifendlicos, alcaloides y terpenos; asi
como su capacidad pararegular alabagjalaactividad de MPO. y la actividad
de la mieloperoxidasa (MPO). Ademés, realizamos un perfil de metabolitos
basado en LC-MS y un acoplamiento en el MPO. Las dosis de 500 y 750
mg / kg mostraron un efecto protector en e dafio colénico inducido por
TNBS. Esta actividad estuvo relacionada con la regulacion a la bgja de los
pardmetros evaluados. Ademés, considerando informes anteriores, se

seleccionaron 29 metabolitos de 91 detectados para €l acoplamiento, de los



cudes € &cido isolimonico (29) y e Kaempferol 3- (2 ", 4 "
diacetilrhamnoside) (10) mostraron la mayor afinidad por MPO. El extracto
acuoso de O. rosea protegi6 e dafio colénico inducido por TNBS en ratas,
un efecto que podria estar asociado con la presencia de compuestos
polifendlicos, acaoidesy terpenos; asi como su capacidad pararegular ala
baja la actividad de MPO. y la actividad de |la mieloperoxidasa (MPO).
Ademés, redlizamos un perfil de metabolitos basado en LC-MS y un
acoplamiento en el MPO. Las dosis de 500 y 750 mg / kg mostraron un
efecto protector en € dafio colénico inducido por TNBS. Esta actividad
estuvo relacionada con la regulacion a la baja de los parametros evaluados.
Ademés, considerando informes anteriores, se seleccionaron 29 metabolitos
de 91 detectados para € acoplamiento, de los cuales e acido isolimdnico
(29) y e Kaempferol 3- (2 ", 4 " diacetiirhamnoside) (10) mostraron la
mayor afinidad por MPO. El extracto acuoso de O. rosea protegio € dafio
colénico inducido por TNBS en ratas, un efecto que podria estar asociado
con la presencia de compuestos polifendlicos, alcaloides y terpenos; asi
como su capacidad pararegular ala bagjala actividad de MPO. Las dosis de
500 y 750 mg / kg mostraron un efecto protector en e dafio colénico
inducido por TNBS. Esta actividad estuvo relacionada con laregulacion ala
baja de |os parametros evaluados.

Garcia, M. et al. (2018), documenta que | as personas oriundas de la M eseta
Purépecha, en Michoacan, México, poseen un gran conocimiento que
ancestral acerca de las plantas medicinales usadas para tratar distintas
afecciones dermatoldgicas, las cuales alin no se han documentado. Una
investigacion etnofarmacoldgico fue gecutada en dicha localidad con €
objetivo de recopilar datos para esclarecer la funcién de las plantas
medicinales y elaboraciones de hieras usadas en dicho lugar para tratar los
diversos padecimiento dermatoldgicos, con finalidad de dar a conocer la
medicina tradicional Purépechay asi, lograr reconocer plantas que podrian
garantizar e progreso de los tratamientos para alteraciones cutaneas.

Métodos. Esta investigacion se gecutd en 21 municipios los cuales forman



la Meseta Purépecha. Se ha entrevistado a 86 individuos oriundos de esta
localidad (62 féminas y 24 varones). Los datos obtenidos se examinaron
cuantitativamente determinando el nivel de confianza, la validez de utilidad
y €l factor de consenso informante. Resultados clave: 97 clases de plantas
gue pertenecen a cuarenta y siete familias identificadas para tratar
diecinueve padecimientos dermatologicos en la Meseta Purépecha. La
familia Asteraceae se considera una planta primordial entre las que se
encontraron (20.61%), de forma consecutiva la Solanaceae (5.15%) y
Lamiaceae (13.40%). Para tratar heridas (40.20%), hinchazon de piel
(37.11%) e irritaciones cutaneas (37.11%) se usd una gran proporcion de
plantas. La parte aérea de la planta, fue la parte primordia que se usd
(34.75%). Las plantas que contienen valores curativos en gran proporcion
gue se usaron, fueron las Heterotheca inuloides (0.53), Aloe vera (0.37) y
Oenothera rosea (0.21). Cuando se compararon estos datos obtenidos con la
informacion obtenida de la literatura etnomedicina indic6 que
aproximadamente un 8.25% de las plantas usadas en la Meseta Purépecha,
fueron registradas principamente para tratar los padecimientos
dermatol6gicos. Conclusiones: El ya mencionado estudio brinda una
informacion innovadora acerca de las plantas medicinales que se usan en la
Meseta Purépecha para tratar los padecimientos cutaneos. ESs importante
realizar indagaciones farmacolOgicas y toxicolégicas en e futuro para
probar la eficiencia y confianza de dichas especies para € tratar los

padeci mientos dermatol 6gi cos.

Dimpfel, W. et al (2016) Encontrar posibles aplicaciones terapéuticas que
involucren & SistemaNervioso Central (SNC) paralas hierbas es un desafio
importante durante los programas funcionales de descubrimiento vy
desarrollo de alimentos y medicamentos. A pesar de la disponibilidad de
numerosas pruebas in vitro e in vivo, no hay un Unico procedimiento de
deteccion acordado para las pruebas farmacol 6gicas de extractos de hierbas
con actividad CNS anticipada. La experiencia obtenida de mas de 25 afios

de pruebas ha demostrado que dos modelos brindan una orientacion



razonablemente confiable para futuras aplicaciones del SNC: construccion
de un eectrofarmacograma basado en la grabacion inaldambrica de
potenciales de campo desde la profundidad del cerebro de ratas que se
mueven libremente (Tele-Stereo-EEG) y € registro del pico de poblacion
producido por células piramidales de cortes de hipocampo in vitro. Ahora se
ha utilizado una combinacion de estos dos métodos para caracterizar €
perfil farmacoldgico de extractos de Paullinia cupana seeds,Oencthera
paradoxa seeds y Rhodiola rosea root. El andlisis espectral de los
potenciales de campo revel 6 que la atenuacion de las ondas alfa2 y betal era
comun paratodos los extractos. Segun estudios anteriores, esto se interpreta
como la activacion de la transmision dopaminérgica y glutamatérgica.
Ademas, Oenothera y Rhodiola extraen la potencia delta y theta atenuada,
probablemente relacionada con la interferencia con la transmision
colinérgica y norepinefrinérgica, respectivamente. Mediante un andlisis
discriminante para la comparacion con farmacos farmacéuticos y botanicos
de referencia, Rhodiola proyecté cerca de la posicion del extracto de
Ginkgo, mientras que el extracto de Oenothera se proyecté cerca de la
posicion de Tramadol, un farmaco analgésico. EIl movimiento fisico se
incrementd solo en presencia de extracto de paullinia y cafeina. Se
observaron aumentos de la potenciacion a largo plazo en presencia de
extracto de Rhodiola, extracto de Paullinia y cafeina. La informacion
combinada predice actividades estimulantes y de mejora de la funcion
cognitiva en humanos para € extracto de Rhodiola, que también podria
usarse como un posible reemplazo de cafeing, y actividad antidepresiva y

analgésicapara el extracto de Oenothera.

Rostanski, V. (2015). EI género Oenothera (Onagraceae) fue revisado
exhaustiva y criticamente en Bélgica. Esta revision se basa en e estudio de
varios cientos de especimenes de herbario mas antiguos y mas recientes de
todos los principales herbarios publicos y privados, asi como en € trabgo
de campo adicional realizado desde 2000. Se proporciona una breve historia

del género Oenothera en Bélgica. Se discuten las dificultades con respecto a



la taxonomia y nomenclatura. El tratamiento actual de Oenothera sigue a la
"escuela europed’ y, por lo tanto, se basa en un concepto de especie estrecha
para la subseccion Oenothera. En € presente documento solo se tratan las
especies que se han registrado desde 1950. Como tales 27 especies
(incluyendo hibridos estabilizados) se han mantenido: Oenothera biennis, O.
cambrica (con dos variedades), O. canovirens, O. deflexa, O. depressa, O.
ersteinensis, O. fallax, O. fruticosa subsp. glauca, O. glazioviana, O.
hirsutissima, O. isderi, O. lindheimeri, O. nuda, O. oehlkersii, O. paradoxa,
O. parviflora, O. pycnocarpa, O. rosea, O. royfraseri, O. rubricayx, O.
rubricaulis, O. rubricauloides, O. stricta, O. subterminalis, O. victorinii, O.
villosay O. wratislaviensis. Nueve especies adicionales solo se registraron
antes de 1950. Oenothera esta representada en Bélgica por las siguientes
secciones, subsecciones y series. secciones Gaura, Hartmannia, Kneiffia 'y
Oenothera, esta Ultima ademés representada por las subsecciones Munzia,
Oenothera (con la serie Devriesia, Linderia, Oenothera y Rugglesia) y
Raimannia. Se presentan una clave de identificaciéon y fotografias (en su

mayoriade especiestipicasy / 0 generalizadas).

Soto, M. et al. (2015), orientaron su trabajo de investigacion a determinar la
concentracion de glicoalcaloides esteroidales totales de las hojas de
Solanum habrochaites S. Knapp & D. M. Spooner (Solanaceaed) evaluando
la accion antimicrobiana. Las hojas de Solanum habrochaites S. Knapp & D.
M. Spooner (Solanaceaea), obtenida en e Cerro Campana, distrito de
Huanchaco, region La Libertad-Per(; tienen accién antimicrobiana contra
Candida abicans y Escherichia coli, Staphylococcus aureus a todas las
concentraciones ensayadas (1; 2,5y 5 mg/mL.), lo cua indica que son méas
eficacia contra Candida albicans cuya magnitud de halos de inhibicion
rebasaron al fluconazol 25 ug. Las concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) fueron de 50, 25 y 10 pg/mL para Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Candida abicans respectivamente. Redizaron la
cuantificacion espectrofotométrica de glicoalcaloides esteroidales totales

gue son evidenciados como solanina mediante el método descrito por Pefia.



En los resultados obtenidos se determind la concentracion de glicoal cal oides
esteroidal es total es evidenciados como solaninafue de 1,1212 +0,0046 g por
100 g de hojas secas,este méodo se redizd por cuantificacion
espectrof otométrica mediante el método descrito por Pefia.

La OMS (MINSA, 2017) indica que hasta la actuaidad, las infecciones
causadas por microorganismos, en los cuales encontramos las bacterias,
hongos, parésitos y virus suponian ser una principal causa de muerte del ser
humano, y la presencia de estos, sigue siendo en ambientes con recursos

limitados.?

El MINSA (Ministerio de Salud, 2015) menciona en sus informes, que las
principaes enfermedades en donde se expresa e uso irracional de
medicamentos es en la enfermedad diarreica; la cua representa el 3,4% de
laindicativo de morbilidad en consulta externay el 1,6% en hospitalizacion
en e afo 2015; infecciones del tracto respiratorio; representa € 16,7% vy €
2,3% de los motivos de morbilidad en consulta externa y hospitalizacion
respectivamente; meningitis, infecciones de transmision sexua y las
infecciones adquiridas en € hospital; assmismo € indicativo principal de
mortalidad en e afio 2014 fueron influenza (gripe) y neumonia 13,8% vy

otras enfermedades bacterianas 7,5%.

DelLeo, F y Chambers, H. (2009) afirman que, durante los Ultimos afios,
Staphylococcus aureus adquirié una importancia dramética en la medicina
humana y veterinaria por diferentes razones. Si bien las infecciones por S.
aureus se podian 1 tratar histéricamente con antibiéticos comunes, la
aparicion de organismos resistentes a los medicamentos es ahora una
preocupaci on importante, la resistencia alos antibiodticos no es la Unicaarma
en e arsena de S. aureus. De hecho, estas bacterias tienen muchos factores
de virulencia, incluida una gran capacidad para evadir las defensas inmunes
del huésped.

Pacheco, J. (2017) ha descrito dos grupos principales, al interior de las cepas

de Escherichia coli que contaminan a la raza humana, las cuales son



causantes de infecciones intestinaes (cepas diarrogénicas) y también
ocasionan infecciones extraintestinales; en este grupo, se ven incluidos los
agentes que son culpables de las infecciones del tracto urinario (ITU),
asimismo causantes de meningitis neonatal y bacteremia.

Ruvinsky, R. (2001) menciona en su trabagjo un informacion obtenida de la
OPS, la cua indica que fallecieron a causa de infecciones respiratorias
agudas (IRAs) 72 mil individuos con edades inferiores a 5 afios en
Latinoamérica en € afo 1999; & 80% corresponden a neumonia, y 50% son
a causa de S. pneumoniae, basados en previas investigaciones. Gran
cantidad de publicaciones coinciden que & 30 - 40% de las OMA, 40% de
las sinusitis agudas y 50% de las neumonias bacterianas obtenidas en la
localidad, se deben a Streptococcus pneumoniae.

1.2 Fundamentacion Cientifica:
1.2.1 Efecto Antibacteriano Del Oenothera Rosea

Yauli, E (2019) Se evaud la efectividad antibacteriana del extracto
hidroalcohdlico de la Oenothera rosea sobre cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 en comparacion conlaDicloxacilinainvitro. Sedisefid un esquema
experimental compuesto por 4 diluciones (40%-60%-80%-100%), 1 control
positivo (dicloxacilina 3ug) y 1 control negativo; El estudio demostré que las
diluciones a 40% y 60% no presentan efecto inhibitorio; a 80%, € diametro del
halo de inhibicién fue de 7.5 mm (DS 0.1+0.13 1C95%: 7.4 a 7.5) entre los
intervalosde7.4a7.6 mm; también selogra evidenciar quealaconcentracionde
100% el valor maximo dehalo inhibitorio llegd a11.6 mm (DS 0.0+0.03 1C95%:
115 a 11.6) entre los intervalos de 11.5 a 11.6 mm. En relacion a la
Dicloxacilinatuvo unazonadeinhibicion de 16,6 mm (DS 0.1+0.05 |C 95%: 16.6
a 16.6) entre los intervaos 16.5 a 16.7mm. Concluyéndose que no presenta
eficacia antibacteriana en ninguna de las concentraciones de la Oenothera

rosea.

Gomez, R. (2014). Determinar €l efecto antibacteriano de Oenothera rosea
contra Escherichia coli, Salmonella enteritidis y Vibrio cholerae.



Metodologia: El efecto antibacteriano in vitro del metanol y los extractos
acuosos de la planta mexicana O. rosea contra cepas de E. coli, S. enteritidis
y V. cholerae se evauaron en medio liquido mediante e colorimétrico 3-
[4,5-dimetiltiazol]. Ensayo de reduccion de bromuro de 2-il] -2,5-
difeniltetrazolio (MTT). Resultados: EI metanol y los extractos acuosos
inhibieron de forma significativa € incremento de todas las cepas de
bacterias analizadas. El extracto de metanol causd un crecimiento de hasta
55%, 66% y 87% contra E. coli, S enteritidis y V. cholerae,
respectivamente, mientras que el extracto acuoso indujo hasta 54%, 69% y
88% de inhibicion del crecimiento bacteriano, respectivamente. Metanol y
acuoso Conclusion: El efecto antibacteriano observado de Oenothera rosea
L.

1.2.2 Chupasangre, dela comunidad de Casma, Ancash
El chupasangre es una planta que se emplea en muchas de las comunidades
campesinas de Ancash. Los extractos o infusos empleados en estas
comunidades, nos ha llevado a seleccionar preferentemente las hojas, tallos
y flores. En la region Ancash su consumo es infusion, emplasto y extracto
acuoso, de forma especial para celulitis y enfermos con granos debido a que

lucha contralas infeccionesy logra cicatrizar las heridas.

1.2.3. Clasificacion de Chupasangre.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae

Orden: Myrtales
Familia: Onagraceae
Género: Oenothera
Especie: rosea

Nombre binomial: Oenotherarosea L

1.2.4 Lasbacterias Gram-positivas

L as bacterias Gram-positivas, llamamos asi a las que identificamos debido

a que se pigmentan de color violeta o azul oscuro debido a la tincién de
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Gram. En dicha particularidad quimica se ven involucrada una pared
celular y la membrana citoplasmética formada por una capa gruesa de
peptidoglucano, la cual se encuentra alrededor de la anterior.? La OMS,
denomina las siguientes bacterias, como prioridad critica por su resistencia

antimicrobiana:

El Staphylococcus aureus tolerante a meticilina (MRSA) es un importante
agente patdgeno, tanto en e hospital como en la comunidad. Aunque
existen varias pautas con recomendaciones para controlar dicho
microorganismo, las medidas propuestas no se implementan de manera
uniforme en los hospitales espafioles. El objetivo de dicho informe es
proporcionar sugerencias, las cuales se basan en la prueba que son
aplicables a los hospitales espafioles, con la finalidad de disminuir la
transmision de MRSA en nuestros centros de atencion médica. Las
sugerencias estan divididas en los siguientes grupos:. vigilancia, deteccion
activa de lainvasion en pacientes y trabajadores de la salud, medidas para
el mangjo en pacientes infectados, terapia de descolonizacion, desinfeccion
y limpieza del medio ambiente, ingesta de antimicrobianos, medidas para
pacientes no hospitalizados y otros. Las recomendaciones méas importantes
incluyen vigilancia adecuada, higiene de las manos e implementacién de
vigilancia activa, ser precavido a contacto y la higiene ambiental.

Streptococcus pneumoniae es una bacteria Gram positiva, la cua resulta
una preocupacion importante para la salud en los paises con un avance
importante y también paises subdesarrollados. Dicha bacteria se considera
responsable de un incremento de morbilidad y letalidad, dicha bacteria es
un principal agente causante de diversos cuadros clinicos considerables,
infecciones benignas como otitis media y sinusitis agudas, e infecciones
cronicas como septicemia, meningitis y neumonia. Las muertes de cuatro
millones de nifios con edades inferiores a 5 afios y una cifra idéntica de
adultos mayores de 60 afios aproximadamente han fallecido a causa de la
neumonia como sindrome, gran parte estos fallecimientos se atribuyen a S.

pneumoniae considerandolo Unico agente o0 se encuentra vinculado a virus
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respiratorios. Diversas referencias obtenidas en Latinoamérica por € BID,
indican que cada afio se originan 9 mil casos de MBA (meningitis
bacteriana aguda), teniendo en promedio un 10% de letalidad y secuelas
30%. S. pneumoniae se transmite por via aérea. Su capsula polisacaridica
le posibilita evitar lafagocitosis, con riesgo de invasividad, esto sucede de
manera frecuente en los nifios, asimismo mantiene una sinergia con

infecciones virales respiratorias

2.2.5 Bacterias Gram negativas.
L as bacterias gramnegativas son las que no se pigmentan de color violeta o
azul oscuro por latincion de Gram, en cambio se pigmentan de un color
rosado tenue. Contienen dos membranas lipidicas donde se ubica una
pared celular fina de peptidoglicano, en tanto las bacterias grampositivas
poseen tan solo una membrana lipidica y la pared de peptidoglicano es

considerablemente gruesa.

Escherichia coli (E. coli) normamente, esta bacteria se localiza a interior
del intestino de los seres humanos y animales de sangre caliente. Un nimero
grande de las cepas de k. coli no representan un peligro considerable. Pero
debemos tener en cuenta que la E. coli que produce toxina Shiga, podrian
ser las principales causantes de una enfermedades a través de |los alimentos.
Los aimentos contaminados, son la principa forma de transmision a
hombre, tales alimentos pueden ser productos de carne picada que no se ha
cocinado 0 se encuentra sin cocinar, hortalizas, leche cruda y semillas
germinadas que no se han cocinado y se encuentran contaminadas. La
infeccion por eses en e agua y diversas comidas, asimismo la infeccion
cruzada que se da en la elaboracion (esto sucede con carne de vaca y otros
productos carnicos, espacios e instrumentos de cocina contaminados),

también es causante de infecciones.

1.2 Justificacion dela investigacion
La Oenothera L es una especie vegetal de un especial uso que se practica en

la costay sierra del Pert y de acuerdo a las investigaciones redlizadas, se
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define como un producto antiinflamatorio. De acuerdo a las costumbres
populares, chupasangre se recomienda para €l tratamiento de la celulitis
ulceras estomacales, entre otras enfermedades. Sin embargo, existe un vacio
de conocimiento cientifico sobre sus propiedades antimicrobianas. Los
resultados del estudio que realizaremos, beneficiarian a la comunidad, ya
gue podria ser utilizado como un antibidtico eficaz y de muy bajo costo,
contra bacterias que alarman las cifras de la morbilidad y mortalidad en €
Per(; entre estas se encuentran nuestras cepas en estudio: Staphylococcus

Aureus, Streptococcus pneumoniaey Escherichia coli.

1.3 Problema general

(Poseen efecto antibacteriano € extracto de Oenothera rosea L
¢Chupasangre” frente a cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus

pneumoniae y Escherichia coli?

1.4 Marco Referencial
DEFINICION OPERACIONAL:

Independiente:
Concentracion de extracto de Oenothera L ~ Chupasangre’. La
concentracion sera expresada en mg/mL y colocada en placas petri mediante

laformacion de discos de inhibicién a concentraciones de 25, 50 y 100%.

Dependiente:
Efecto inhibitorio sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25623,
Escherichia coli ATCC 25922 y Streptococcus pneumoniae ATCC 49619:
Posibilidad para lograr impedir la propagacion u ocasionar la muerte del
organismo en condiciones experimentales, establecer mediante la medicion
del crecimiento del microorganismo en placas Petri y comparado por halos
deinhibicién.

Covariable
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Uso de antibidticos de primera linea: ceftriaxona, amoxicilina/ac.
Clavulanico y Sulfametoxazol/Trimetoprima. Posibilidad para lograr
impedir la propagacion u ocasionar la muerte de los organismos usados
como comparacion con €l efecto logrado de los extractos de Oenothera L ™
Chupasangre”.

Escala de Duraffourd: escala cualitativa que determina e efecto inhibitorio
in vitro, segun diametro de inhibicion:

Nula: Didmetro < 8 mm.

Sensibilidad limite: diametro entre 8 y 14 mm.

Muy sensible: diametro entre 15y 20 mm.

o O o o

Sumamente sensible: didmetro > 20 mm.

1.5 Hipétesis
HO: El extracto de Oenothera L ~ Chupasangre’ no posee efecto
antibacteriano frente a cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus

pneumoniae y Escherichiacoli.

Ha. El extracto de Oenothera L ™ Chupasangre” posee efecto antibacteriano
frente a cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y

Escherichia cali.

1.6 Objetivos
1. Objetivo general:
Comprobar € efecto antibacteriano in vitro del extracto de Oenothera L
" Chupasangre” en cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia Coli y
Streptococcus pneumoniae proporcionadas por € laboratorio de

Microbiologia correspondiente.
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2. Objetivos Especificos:
Determinar la concentracion minima inhibitoria del extracto de
Oenothera L ™ Chupasangre” frente a cepas de Staphylococcus aureus
(ATCC 25623), Streptococcus pneumoniae (ATCC 49619) vy
Escherichiacoli (ATCC 25922).

Redlizar € screnning fitoquimico del extracto de Oenothera L
Chupasangre’ por €l método de Olga L ock.

Identificar las fracciones del extracto de Oenothera L * Chupasangre'’.
Comparar estadisticamente la inhibicién en los extractos de hojas secas

de Oenothera L * Chupasangre”.

M etodologia
2.1 Tipoy disefio de investigacion

1 Extracto de Qenotherz L e

25% 50% 100% [ ATB de 1° linea ]

GEc 4
TME/SMX

a4

El estudio de tipo experimental puro
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De cada grupo se determinara los halos de inhibicién y la concentracion minima
inhibitoria (CMI)

Y GSa 1: Staphylococcus aureus + Extracto acuoso/S de ™ Chupasangre™. 12y
3.

Y GSa2: Staphylococcus aureus + Extracto acuoso/S de ” Chupasangre™.12y 3.

Y GSa 3: Staphylococcus aureus + Extracto acuoso/S de ™ Chupasangre™. 12y 3.

Y GSa4: Staphylococcus aureus + ATB de primeralinea (Amoxicilina+ Acido

Clavulanico)

Y G 1. Streptococcus pneumoniae + Extracto acuoso/S de ™ Chupasangre™. 1 2
y3

Y G 1. Streptococcus pneumoniae + Extracto acuoso/S de ™ Chupasangre™. 1 2

y3

G 1: Streptococcus pneumoniae + Extracto acuoso/S de ™ Chupasangre” 12y

3

<

G 1. Streptococcus pneumoniae + ATB de primeralinea (Ceftriaxona)
GEc 1: Escherichiacoli + Extracto Acuoso/ seco de ™ Chupasangre’. 12y 3.
GEc 2: Escherichiacoli + Extracto Acuoso/seco de” Chupasangre™. 12y 3.
GEc 3: Escherichiacoli + Extracto Acuoso/ seco de ™ Chupasangre’.12y 3.
GEc 4: Escherichiacoli + ATB de primeralinea (TMP/SVIX)

< < < < <

2.2 Poblacién y muestra

2.2.1 Pablacion: Fue representada por un conjunto de cepas de
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y Escherichia coli
codificadas y proporcionadas por € laboratorio COLECBI SA.C. —
Nuevo Chimbote.

222 Muestra:

Tamarfo de muestra: Al ser un trabgjo de carécter experimenta se

aplico la formula estadistica de diferencia de promedio sobre halos de
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inhibicion, para determinar la cifra de placas que serén necesarias para
validar lainvestigacion.

Unidad de analisis. Fueron por cada uno de los cultivos de cepas de
Staphylococcus aureus, Streptococcus  pneumoniae 'y Escherichia coli.
Unidad de muestra: Fueron por cada placa Petri con cepas de
Staphylococcus aureus, Streptococcus  pneumoniae y Escherichia coli.
Método de muestreo: Se analizaron la totalidad de las placas que se
utilizaron para € desarrollo de los experimentos y se obtuvo la muestra

en formaaleatoria

2.3 Técnicas einstrumentos de investigacion:

2.3.1 Obtencién del extracto de Oenothera L ™ Chupasangre'.

M étodo de per colacion:
La Oenothera L © Chupasangre” sera reducido a trozos con un tamafno
apropiado, de ser necesario, se mezclara con una porcion especifica del
disolvente (agua destilada) dejando reposar por el lapso de 15 minutos. La
mezcla se colocara en un percolador y luego para cubrir toda la masa solida
se afadira una suficiente proporcion del disolvente especificado. Luego se
dejara percollar de forma lenta la muestra, cubriendo siempre con una capa
de disolvente. La porcion que queda sera sometida a presion y € fluido que
se obtendrd debe ser mezclado con e percolado. Este extracto sera
concentrado por destilacion bago presion aminorada, de forma que los
constituyentes de interés se veran sometidos a la minima cantidad de calor

posible.

Concentracién del extracto en rotavapor.

En un evaporador rotatorio a 55 °C. por debajo de una atmdsfera de presion
se concentrara a presion reducida € extracto obtenido. Luego € extracto se

conservara en frascos estériles color ambar a refrigeracion entre 6-8 °C.
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De este residuo seco, se prepararan las concentraciones de 25%, 50% y
100% disueltas en agua respectivamente. Para finalizar, los extractos

acuosos fueron preservados en frascos de vidrio estériles color ambar.

2.3.2 Obtencidn del extracto seco de Oenothera L “ Chupasangre

Primero las hojas y tallos secos de * Chupasangre”™ sera pulverizado en un
molino manual hasta obtener un polvo fino. Se pasara por dos tamices de
diferente calibre a la muestra pulverizada, logrando asi separar las

impurezas.

Se colocaran 50 gramos del polvo obtenido y se le agregara 300 ml de agua
destilada etanol 70°, luego sera llevado a bafio maria a 40°C por € lapso de
4 horas. El producto se filtrara 3 veces utilizando papel filtro Whatman N° 1
y la solucion que resulte sera trasladada a sequedad en una camara de

secado a vacio aunapresion.

23.2.1 M étodo fitoquimico de Olga L ock

Esta basado en la obtencion de los fitoconstituyentes, manipulando la
muestra a la accion extractiva de solventes de polaridad creciente, como €
cloroformo, etanol, metanol y agua; ademas de la aplicacién de pruebas con

reactivos especificos para laidentificacion por coloracion y precipitacion.

a. ldentificacion de Alcaloides:
En un vial, por un lapso de 30 minutos se colocara 3 g de cada extracto de
Oenothera L ~ Chupasangre” pulverizado, en solucion etandlica &cida de
HCI 1IN (10 ml EtOH+1 ml HCI). En un segundo vial, por un lapso de 30
minutos se colocara 3g de cada * Chupasangre” pulverizado en solucion
acuosa écida de HCI 1IN (10 ml H20+1 ml HCI). Trascurrido € tiempo y
posteriormente a que la solucién ambos viales se torne de color pardo rojizo
oscuro en, procederemos a filtrar y agregaremos reactivos de identificacion

Ccomo:
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Reactivo de Dragendorff: Se agregara una cantidad de gotas de este
reactivo ala solucion acida del alcaloide y se observara la presencia
de un precipitado naranja rojizo (indicio de la presencia de
alcaloides).
Reactivo de Wagner: A la solucion écida, se adicionard 2 - 3 gotas
del reactivo de Wagner y se observara la presencia un precipitado
color marron.
b. Identificacion de Saponinas:
Se colocardn 3 mL de extracto acuoso en un tubo de ensayo, se agitara
fuertemente por el lapso de 30 segundosy por 1 minuto se dejarareposar. Si
persiste la espuma por un lapso mayor a 10 minutos y logra alcanzar una

alturamayor de 2 mm la prueba se considerara positiva.

c. ldentificacion de Esteroide y/o Triter penos:

Se utilizar)d & Ensayo de Liebermann -Burchad, para redizar €
procedimiento se preparara un extracto acuoso y se tomaran 10 mL,
realizaremos 2 extracciones con cloroformo en una pera de decantacion,
después €l extracto cloroformico se lavara con agua destilada y se dgjara
secar con anhidro Na2S04, consecutivamente se debe filtrar y dgar
concentrar a 3 mL (bafio maria). Una vez se obtiene este extracto
concentrado se agregaran 1 mL de anhidrido acético refrigerado, asimismo
se agregaran dos gotas de acido sulfurico concentrado por las paredes sin
agitar. Indicaria presencia de saponinas esteroidales s se forma una
coloracion azul a verde; si, por € contrario la coloracion fuese rosa, roja,
magenta o violeta evidenciariala manifestacion de saponinas triterpenoides.

d. Identificacioén de antraquinonasy Quinonas:
Ensayo de Borntrager. Dél extracto acuoso se tomaran 20 ml y se realizaran
2 extracciones con benceno en una pera de decantacion, después € extracto
bencénico se procedera alavar con agua destilada 'y deberd dgjarse secar con
anhidro Na2S04, consecutivamente deberafiltrarse y se concentraraa 3 mL
(bafio maria). Posteriormente se agregaran 1mL de NaOH al 5% a extracto

bencénico concentrado. Se agitaran fuertemente mezclando, asi las fases, y
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se dgjara reposando hasta e momento de su separacion. Indica la presencia
de quinonas en caso la fase acuosa alcalina se colorea de rosa-rojo y se

decoloralafase del benceno.

e. Identificacion de L eucoanticianidina:
Se le afadira 1 mL de HCI 2N (en 1-propanol) a 3 mL de extracto acuoso,
sin mezclar o sacudir por las paredes del tubo, después se caentaran a una
temperatura de 45°C aproximadamente por 15-30 segundos; indica la
presencia de leucoanticianidina si se colorea de rojo carmesi la parte

alcohdlica

f. ldentificacion de Flavonoides:
Con Reactivo de Shinoda: Se colocardn 1mL de muestra con 2 limaduras de
magnesio en un tubo de ensayo, se afladiran 3 gotas de HCI concentrado. Si
pasados 10 minutos la solucion se torna de color naranja intenso, indicaria
que la prueba da un resultado positivo para flavonoides.
Con Reactivo de NaOH: Se colocaran 5 mL de extracto acuoso y se
agregaran unas gotas de NaOH 10% en una placa de toque. Si aparecen
colores que pasan del amarillo a rojo se tomara como indicio de aparicion
de flavonoides. Posteriormente para corroborar se colocardn 2 gotas de
extracto acuoso en un papel filtro se degjard secar y se llevaran a vapores de
amoniaco, la prueba podra ser considerada positiva para flavonoides si se
intensificael color amarillo.

g. ldentificacién de Taninos:
Reaccion con Cloruro férrico: Se colocara 1ml de la muestra y se afiadira
2ml de FeCl3 en una placa de toque. Si instantaneamente toma un color
verde oscuro casi hegro, la prueba es positiva lo que indicaria la aparicion
de compuestos taninos y fendlicos.
Precipitacion con Agua de Bromo: 1ml de la muestray se agregard 1ml de
agua de bromo se colocara en una placa de togue. La precipitacion con €l

agua de bromo indicala presencia de un tanino catéquico o flobatanino.
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23.2.2 Método de Kirby- Baver o dedifusién
Este método fue estandarizado en los Estados Unidos en 1966 por Kirby-
Bauer, representa la prueba de susceptibilidad méas usada en bacteriologia
clinica debido a que permite conseguir resultados muy precisos mediante un
método cuantitativo, semicuantitativo o cualitativo, este Ultimo suele ser e mas
utilizado.

a) Estandarizacion del inoculoy sembrado:
Se elaborara € inoculo en caldo de Mueller Hinton de las colonias aisladas
pasadas 24 horas de incubacion (usando un ambiente enriquecido, € agar soya

tripticasa).

Se utilizara la escala de Mc. Farland, que consiste en € estandar de turbidez de
sulfato de bario. La escala que se usa para €l inéculo de las pruebas de

susceptibilidad por e método de disco difusion es 0.5 seguin |o establecido.

Seredizardla siembra de la placa con € agar seleccionado previamente puede
ser por diseminacion en la superficie, por inundacion o por agotamiento por

estrias. Luego se dejara secar entre 3y 5 minutos.

b) Para la preparacion de los discos de sensbilidad con los
extractosde” Chupasangre™
Tomaremos 5ml. de cada concentracion del extracto acuoso y seran
distribuidas en viales estériles, se incorporara los discos de papel Whatman
N°1 de 6mm de diametro. Pasados 10 - 20 minutos, los viaes se llevaran a uan

temperatura de 37°C por un lapso de 5 horas para su secado.

Con una pinza estéril de puntas finas se colocaran encima de la superficie del
agar sembrado, los discos embebidos previamente con los extractos y los

discos con los antimicrobianos de primera linea sel eccionadas.

c) Paralalecturadelosresultados:
Las placas seran incubadas por 24 horas a una temperatura de 37°C. una vez

Ilegado alo establecido se realizaralalectura bioquimica
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Se utilizara la escala de Duraffourd, una escala cuditativa que determina el

efecto inhibitorio in vitro seguin diametro de inhibicion.

Nula: Didmetro < 8 mm.
Sensibilidad limite: didmetro entre 8 y 14 mm.
Muy sensible: diametro entre 15y 20 mm.

Sumamente sensible: diametro > 20 mm.

2.4. Procesamiento y analisis de la informacion

Los procesamientos de los resultados obtenidos se procesaran de forma
automatica con € soporte del programa estadistico SPSS 22.0 (Statistical
Package for the Social Sciences), mientras que los graficos y las tablas en
funcidn de la estadistica descriptiva (media, frecuencia, desviacion estandar),

se elaborarén en e programa de Microsoft Excel.

v' Estadistica descriptiva: Se elaboraran tablas de frecuencias de una
entrada con sus valores absolutos, 1o cua nos permitira procesar la
informacion.

v Estadistica Analitica de resultados: Se realizard un andlisis de Chi
cuadrado para variables cualitativas en un disefio aleatorio para €

efecto bactericida analizando y midiendo el halo de inhibicion.
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[11. Resultados

% Preparacion de extracto:

PREPARACION DE EXTRACTO (50g)

50
45
40
35
30
25
20
15
10

Peso Inicial (g) m Peso Final (g) m Extraco Seco (g)

Grafico N° 01: Preparacion del extracto para actividad antibacteriana en agar.

Se prepard 5g de muestra en 100 ml de agua destilada, se sdnico por 15 minutos
parafinamente llevarlo hasta sequedad.

Se prepard una concentracion inicial de 256 mg y se realizd diluciones a medio,
teniendo un rango de 256mg — 0.5 mg para actividad antibacteriana en agar.
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« Actividad antibacteriana:

Concentraciones MRSA E. coli B. subtilis P. S. aureus

aerugimosa

256 10 mm -- -- -- 9mm

128 9mm -- -- -- 7mm

64 - - - - 7mm

16 - - - - -

05 - - - - -

Tabla N° 01: Ensayo realizado en agar Mueller Hinton.

Cepas usadas:

. Bacillus subtilis

. Escherichia coli

. Pseudomonas aeruginosa

. Saphylococcus aureus

. Saphylococcus aureus resistente alameticilina MRSA

Se gustd la turbidez del indculo de 0.08-0.12 a 600 nm en €
espectrofotometro, se realizd la siembra por estria con un hisopo.

Los discos contenian 10 ul del extracto.

MRSA E. coli B. P. S. aureus
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subtilis | aerugimosa

CMI 1mg 0mg 4 mg 8 mg 1mg

CMB 2mg 0mg 8mg 0mg 1mg

CMBI/
@ - 6 o e
CMI

Tabla N° 02: Ensayo realizado en caldo Mueller Hinton

@ Bactericida
Bacteriostatico
Rango paraCM1 :128 — 0.25 mg
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EXTRACTO Acuoso Etanol Diclorometano
Alcaloides :
FeCls Baljet Liebermann | Bortrange
espuma gelatina BASE | ACIDO | Shinoda FeCls
; - Burchard r
MUESTRA Dragendorff Mayer Wagner Taninos lactonas
Chupasangre ++ - - - - + No Rx | No Rx - - - -
Tabla N° 3: Presencia de metabolitos secundarios
Interpretacion:
Ausencia -
Escaso +/-
Moderado +
Abundancia ++
Muy abundante +++
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V.

Andlisisy discusion

Debido ala composicion quimica de la Oenothera rosea; compuesta en mayores
concentraciones por taninos, flavonoides y eicosanoides se le atribuye sus
propiedades benéficas en varios efectos positivos en € organismo como son:
protectores de la pared vascular, venotonicos, diurético, hepatoprotector,
antihemorrégico y sobre todo un efecto antibacteriano ciertamente no eficaz ante
Saphylococcus aureus, pero si eficaz frente a otros agentes bacterianos. No hay
estudio fitoquimico exacto que determine cual metabolito sea el encargo del efecto

antibacteriano.

Respecto a la Oenothera rosea se observa en forma general presencia de mayores
beneficios como agente debido a su componente mayoritario que son los
flavonoides estos halados en un screening fitoquimico comparativos con otra
especie de Oenothera. Y por |o antes ya mencionado; el efecto antibacteriano se

restringe a tipo deextracto usadoy el agente bacteriano aaplicar.

Marquez, Y. et al (2018) El género Oenothera consta de 145 especies de
hierbas que se usaron para tratar las afecciones que se producen en la pid,
diabetes mellitus, problemas renales y hepéticos, y como medicamentos

antidiarreicos y antibacterianos.
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V. Conclusiones

o El extracto hidroalcohdlico de Oenothera rosea evidencia que a
mayor concentracion presenta tener mayor efecto antibacteriano
pero por tanto se determina que no presenta eficacia
antibacteriana sobre cepas de Staphyl ococcusaureus.

o A la concentracion de 10mmde Oenothera rosea comienza a
evidenciar efecto antibacteriano con un halo deinhibicion 9 mm, sin
embargonoeseficaz.

o En conclusion,presentan actividad antibacteriana in vitro frente
a Staphylococcus aureus cepas ATCC 25923 presenta actividad
antibacteriana .

VI. Recomendaciones

Aplicar e estudio sobre otros agentes bacterianos.

Aplicar lainvestigacion en animales de experimentacion (roedores).
Aplicar la investigacion sobre otros efectos terapéuticos de la
Oenothera rosea como un antiinflamatorio, diurético o protectores de

pared vascular.
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IX. Anexosy apéndices

“Chupasangre fresco en maceta”
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Muestra seca y molida
S0g

+ 50 ml de MeOH macerar 24 horas a
temperatura ambiente, refrigerar 4
horas, filirar en caliente.

Estracio metanolico

Separar 5 ml
Fraccidna |4+—m—m—ovvo
RTS‘?’F Aminodcidos Flavonoides Llevar a sequedad, extraer
LElalind g Niohidring  R: Shinoda con 15 mi de HCI 1% a 507,
S filtrar sobre celita
w
Insalihle Solucion acida
|
I.:E;:rg;:: I;:‘TI%I:?C;L Filtrar, enfriar, alcalinizar
by = .
calentar, filtrar, secar “E,“I :::‘H“':M';:” T’“
(NasSOy), llevar a § mi biZa2Sml)
Fraccion b l l
Esteroides Quinonas Fase clorofirmica Fase acuosa
R: Liebermmnn R: Bomirfiger Saturar con MaxS0%,
burchard I (0,1 g de =al anhidra
Hﬁ;nr s por ml de solscion)
ri: Sﬁt'“ extraer con CHC I«
e EtOH (3:2) (2 x 25ml)
ml CHCls
| Fraceitn e l
',.r : | Ev Fase cloroférmica Fase acuosa
" ’"'m" i etanolica remanente
Evaparacion + ey 4 —
0.2 ml CHCls + 2ml HCH
126, filtrar
Lavar con
— " el
R: Lieberman . Drag { 1 0l y seecair,
burchard R R:M mborft filtrar, llevar Flavonoides
i a 50 ml R: Shinoda
| Fraeeitn d I-— Leucoantocianidinas
K: Rosenheim
Evaporar a sequedad
+ 2.5 ml BiOH
Flavonoides Leucoantocinnidinas Esteroides Alcaloides
R: Shinoda R: Rosenhetm R: Lieberman  R: Dragendorfl
burchard R: Maver

Esguema complejo de marcha fitoquimica Olga Lock de Uga
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Muestra seca ¥

2-3g

+ 20 mlL metanci,
etanil, cloroformo o
$-10 min. a ebullicidn,

& 1M de volumen

Mar cha fitoquimica preliminar simple de Olga Lock De Ugaz
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hibitoria

-,

onminimain

7

Concentraci
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» Actividad antibacteriana
.,Bacillus subtilis
. Escherichia coli
. Pseudomonas aeruginosa

. Saphylococcus aureus

. Saphylococcus aureus resistente ala meticilina MRSA
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» Shinoda (flavonoides)

Extracto acuoso

Extracto etandlico

» FeCls (fenoles)

Extracto acuoso

Extracto etandlico
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> Baljet
alfa-beta

» Bortranger

Se unieron las dos fases no hubo Rx

(Lactonas

insaturadas)
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> Gdatina

No se observo precipitado

> Liebermann burchard

No hubo presencia de anillo esteroidal
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Nota:

El extracto acuoso presento una consistencia espesay mucilaginosa.

El extracto etandlico presento una coloracion verde oscuraintensa.

SCREENING O TAMIZAJE FITOQUIMICO

0

Antibacteriano. - Se le llama asi a la sustancia, medicamento o procedimiento
gue se usa para combatir las bacterias.

ATCC. - El American Type Culture Collection es un organismo que se
encarga de adquirir, autentificar, producir, conservar, desarrollar y distribuir los
mi croorgani Smos con una referencia estandar.

Cepas. — Grupo de microorganismos que se derivan de multiples divisiones de
unacéulainicial.

Cromatografia en capa fina. — La fase estacionaria es una capa uniforme de
un absorbente sobre una placa, la cual podria ser de vidrio, auminio u otro
soporte. La placa cromatografica consiste en una estacionaria polar
(comunmente se utiliza silica gel) adherida a una superficie solida.

Ensayo de Borntrager: En 10 ml de benceno se agrega 0.2 g de muestra vegetal,
se agita de forma correcta y se filtra por gravedad. Al filtrado se afiade 5 ml de
solucién de amonio 10% y agitar. Una coloracién rosada, roja o violeta en la
fase amoniacal sefidlala presencia de antraquinonas.

Flavonoides. - Pigmentos naturales que se encuentran en vegetales y también
protegen a organismo del dafio producto de agentes oxidantes y previenen la
gomosidad de las plaquetas y su aglomeracion; protegen €l sistema vascular y
fortalecen a los pequefios capilares que llevan oxigeno y otros nutrientes
esenciales atodas las células.

Inhibicion. - Reduccién o parar las funciones normaes de una parte del

organismo de forma mental o quimica.
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Liebermann —Burchad: Afadir a 0.2 g de muestra, 2 ml de &cido acético y
enfriar con hielo. Luego de asegurar estar frio afadir acido sulfurico
concentrado (con cuidado): Desarrollo de coloracion violeta, azdl o azul
verdoso indica la presencia de un anillo esteroidal, una porcién aglicona de un

glicésido cardiaco

Metabolitos secundarios. - antiguamente se creia, que eran productos de
desecho, hoy se conoce que son muy necesarios para la vida de las plantas; una
gran variedad proveen un mecanismo de defensa contra e ataque de bacterias,
virusy hongos, andlogo a sistema de inmunidad de |os animales.

Reaccion de Rosenheim: A 1 ml de muestra se agrega 0.5 ml de HCI cc, se
combinay se dgjahervir 10 minutos. Posteriormente se enfriay agrega 2 ml de
alcohol amilico (propanol), se agitay se deja reposar observando €l color en la
fase amilica (acuosd). Si se observa un color rojo intenso o rosado en dicha fase,
indicaria que es positiva, lo cua también indicaria la presencia de
leucoantocianidinas, si es marron, indica catequinas.

Reaccion de Shinoda: Calentar 0.5 gramos de muestra disueltos en etanol y
luego filtrar. Agregar 2 6 3 pedazos de magnesio al filtrado y luego afiadir HCI
concentrado. Coloracion rosa, naranja o rojaindicala presencia de flavonoides.
Reactivo de Dragendorff: esta compuesto por tetrayodo bismuto de potasio y
puede indicar la presencia del acaoide con la formacion de un precipitado
naranja rojizo cuando se le adiciona a la solucién &cida que contiene los
alcaloides.

Reactivo de Mayer: (mercurio tetrayoduro de potasio) Los alcaloides se
detectan como un precipitado blanco o de color crema soluble en &cido acético
y etanol.

Reactivo de Wagner: Se emplea para la caracterizacion no especifica de

alcaloides. Lamayoria de |os al cal oides reaccionan dando un precipitado blanco
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o amarillo claro, amorfo o cristalino.1 El precipitado (una sal complegja) puede
disolverse posteriormente en alguin solvente menos polar para su identificacion.
Saponinas. - comprenden cada uno de los glucdsidos naturales derivados de los
triterpenos y esteroides, mediante agitacion en € agua forman espuma, lo que
reduce la tension superficial del agua.

Screening fitoquimico o tamizaje fitoquimico. - es una de las etapas iniciales
de la investigacion fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los
principal es grupos quimicos presentes en una plantay a partir de alli, orientar la
extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para €l aislamiento de los

grupos de mayor interés.
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