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iii.- Resumen

El presente proyecto tiene el objetivo de verificar la Actividad antibacteriana de
las hojas Tridax procumbens L. (hierba de toro). Se desarroll6 en el laboratorio de
microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad San Pedro, para el
cual se utilizo el extracto de Hierba de toro y cultivos bacterianos de Escherichia
coli y Staphylococcus aureus, el analisis fitoquimico, evidencia la presencia de
flavonoides (+++), esteroides (+++), aminoacidos (++) y esteroides (++). La
accion laxante del extracto etandlico de las hojas Tridax Procumbens se puede
atribuir a la accion sinérgica de los componentes bioactivos identificados. Los
resultados evidenciaron que el concentrado etandlico de las hojas de Tridax
Procumbens en concentracion del 100% (puro) tiene mayor actividad
antibacteriana mediante halos de inhibicién promedio de 16,33 y 14 mm, frente a
Escherichia coli y Staphylococcus aureus respectivamente. Determinandose que
en condiciones experimentales el extracto etandlico de las hojas de Tridax

Procumbens (hierba de toro) tiene efecto antibacteriano.

Palabras clave: Actividad antibacteriana, extracto etanélico, hierba de toro,

Staphylococcus aureus. Escherichia coli.
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iv.-Abstract

The objective of this project is to verify the antibacterial activity of Tridax
procumbens L. (bull grass) leaves. The one that will be developed in the
microbiology laboratory of the San Pedro University School of Medicine, for
which the extract of Herb of bull and bacterial cultures of Escherichia coli and
Staphylococcus aureus will be used, the phytochemical study shows the presence
of flavonoids (+++), steroids (+++), amino acids (++) and steroids (++). The
laxative action of the ethanolic extract of Tridax Procumbens leaves can be
attributed to the synergistic action of the identified bioactive components. The
results showed that the ethanolic extract of the leaves of Tridax Procumbens in a
concentration of 100% (pure) has greater antibacterial activity through average
inhibition halos of 16.33 and 14 mm, against Escherichia coli and Staphylococcus
aureus respectively. It was determined that under experimental conditions the
ethanolic extract of the leaves of Tridax Procumbens (bull grass) has an
antibacterial effect.

Key words: Antibacterial activity, ethanolic extract, bull grass, Staphylococcus

aureus. Escherichia coli.
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l. Introduccion

1.1. Antecedentes y fundamentacion cientifica.

Carhuapoma, M. (2014) realizé el trabajo de investigacion titulado: Constitucion
quimica, actividad antioxidante y toxica aguda del aceite esencial de Satureja pulchella
“Panizara”. Con el objetivo de caracterizar los pardmetros fisico-quimicos, actividad
antioxidante y la toxicidad aguda del aceite esencial de S. pulchella, realizamos este
trabajo. La obtencidn del aceite esencial fue por el método por arrastre con vapor de
agua; el rendimiento se determind por gravimetria-volumétrico; densidad, por
picnometria; e indice de refraccion, por refractometria. La actividad antioxidante se
determind por el método del radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) y la toxicidad

aguda por el método de Dosis Limite.

Reportando un rendimiento 1,5% v/p; densidad 0,98 g/mL; indice de refraccion 1,494;
la actividad antioxidante es muy cercano al comportamiento del trolox, presentando
una concentracion media (IC50) de 7,675 pl/mL, frente al trolox, 6,48 pg/mL; la dosis
letal media (DL50) es 777,19 mg/kg. Los resultados indican que el aceite esencial de
S. pulchella posee actividad antioxidante y una ligera toxicidad aguda, dichas

actividades se deben a la estructura quimica del aceite esencial que posee.

Mendoza Yamashiro (2015) en su tesis Efecto del aceite esencial de 2 Satureja
pulchella sobre el crecimiento de Escherichia coli y Bacillus cereus. Con el objetivo
de determinar la actividad antibacteriana del aceite esencial de Satureja pulchella
“Panizara” frente a Escherichia coli y Bacillus cereus. Las plantas de S. pulchella
fueron recolectadas del Caserio de Tambillo, provincia de Otuzco, departamento La
Libertad. El aceite esencial fue obtenido de las hojas mediante el método de
hidrodestilacion. La Actividad antibacteriana se determiné por el método de difusion
en agar en pocillo. En los resultados se observé que a las concentraciones de 25, 50,

75y 100 % de aceite esencial de S. pulchella, el halo de inhibicidn de crecimiento de



E. coli fue de 6.60 mm, 12.07 mm, 15.87mm, 23.60mm respectivamente; asi mismo,
para B. cereus el halo de inhibicion de crecimiento al 25, 50, 75y 100 % fue de 15.8
mm, 26.47 mm, 36.27 mm y 57.40 mm respectivamente. Se empled cloranfenicol y

vancomicina como controles para E. coli y B. cereus

Miranda y Piminchumo (2010) en su tesis Determinacion de condiciones Optimas de
extraccion de aceite esencial y contenido de timol de panizara (Satureja panicera) del
distrito de Cabana — Ancash. Muchos de los principios activos de los vegetales son
sumamente complejos y ocasionalmente, alin se desconoce su naturales quimica y su
actividad bioldgica; otros han sido aislados, purificados e incluso sintetizados. Por lo
general, pertenecen a una de estas seis categorias: alcaloides, glucidos, aceites grasos,
gomas, resinas y aceites esenciales. Las esencias, aceites etéreos o aceites volatiles,
como también se les denomina, consisten quimicamente en una variedad de sustancias
organicas, usualmente 3 derivados del terpeno o compuestos aromaticos. Raramente
consisten en un solo componente. Los aceites esenciales derivan de una clase de
sustancias ampliamente distribuidas por todo el reino vegetal y muy frecuentes y
abundantes en varias familias vegetales sin afinidad, tales como las labiadas, rutaceas,

geranaceas, umbiliferas, compuestas, lauraceas, legumoniosas y gramineas.

Ankita & Jain (2012) en su articulo “Tridax procumbens L.: Una mala hierba como
inmenso medicamento”, se concluye que Tridax procumbens Linn. se distribuye
ampliamente como maleza, toda y cada parte de ella es util y tiene actividad
farmacoldgica. EI compuesto sintético que contiene la planta es Gtil en el tratamiento
de enfermedades, ya que no tiene ningun efecto perjudicial en los animales superiores,
incluyendo el hombre. El trabajo realizado hasta la fecha, describe diversas actividades
farmacologicas como efecto hepatoprotector, propiedades inmunomoduladoras,
antidiabético, antimicrobiano, antiinflamatorio y antioxidante, catarro bronquial,
diarrea, disenteria; las cuales le dan gran importancia a la hierba. El andlisis cualitativo
revelo la presencia de las biomoléculas tales como antraquinona, catecol, flavonoides,

compuestos fendlicos, saponinas, esteroides, taninos y terpenoides. Los estudios sobre



la planta Tridax Procumbens, también demuestran el desarrollo de nuevos agentes
terapéuticos de los diversos tipos de compuestos con diversas propiedades
farmacoldgicas aisladas a partir de ella. Por lo tanto, existe un enorme espacio para la
investigacion en direccion de las principales actividades farmacoldgicas de la planta'y

para dilucidar el mecanismo de accion de la misma en el futuro.

Chitra Pai et al. (2011) en su articulo “Actividad antibacteriana de Tridax Procumbens
con especial referencia a patdgenos nosocomiales”, concluye que la hierba Tridax
procumbens, crece comunmente en los paises tropicales, y posee propiedades
antibacterianas. Nuestro estudio, demostrd que esta actividad se asocio sélo con el
extracto etanolico y fue prominente solo contra cepas de Pseudomonas aeruginosa,
cepas nosocomiales resistentes a los maltiples farmacos contra Pseudomonas aisladas
y asociadas a neumonia, infeccion del tracto urinario, asi como infeccion del torrente
sanguineo, demostrando sensibilidad significativa a los extractos de Tridax. Este
estudio corrobora la eficacia de Tridax como un agente anti pseudomonal y su valor
como fuente de formulaciones para el tratamiento de infecciones nosocomiales

causadas por Pseudomonas aeruginosa.

Bharathi et al. (2012) en su articulo “Actividad antibacteriana de Tridax procumbens
Linn”, nos concluyen que la actividad antibacteriana de Tridax procumbens se
determind contra Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi,
Escherichia coli y Bacillus cereus. Todos los organismos respondieron tanto a los
extractos de metanol y de acetato de etilo, mediante el uso de difusion en disco y el
método de difusion en agar. En el presente estudio, los extractos de acetato de etilo y
metanolico de Tridax procumbens, inhibieron el crecimiento de todas las especies
bacterianas seleccionadas, pero su eficacia varid. Los extractos de acetato de etilo,
fueron més eficaces que los extractos metanolicos en difusion de disco y los métodos

de difusién de agar adoptados.

Sunil Christudas et al. (2012) en su articulo “Estudios fitoquimicos y antibacterianas

de hojas de Tridax procumbens L.”, se concluye que el tamizaje fitoquimico de T.



procumbens en extracto de éter, cloroformo y etanol, mostro la presencia de alcaloides,
taninos, esteroides, purinas, hidratos de carbono y proteinas. En el presente estudio, se
evalud la actividad antibacteriana de los extractos de éter, cloroformo y etanodlico de
T. procumbes, tanto contra bacterias gram positivas y gram negativas. Entre los tres
extractos, el extracto de cloroformo mostré buena actividad contra bacterias gram-
positivas y gram negativas. El extracto de éter y extracto etandlico también mostro
actividad contra B. faecalis, esto puede ser debido a la presencia de alcaloides. Se
concluye, que el extracto de cloroformo posee actividad antibacteriana contra los

organismos ensayados.

Aniel, K.O. & Naidu, L. M. (2012) , en su articulo “Potencial Antibacteriano de Tridax
procumbens L. contra patdgenos humanos”, se concluye que los resultados de este
estudio, han demostrado que extractos de la hojay toda la planta de Tridax procumbens
L. tienen un gran potencial como agentes antibacterianos en el tratamiento de
organismos infecciosos. Ademas, la investigacion detallada de los compuestos activos
de la planta, por su 6 mecanismo exacto de accion contribuird en gran medida, al

desarrollo de nuevos productos farmacéuticos.

Mohale, et al. (2008) en su articulo “Actividad antimicrobiana del extracto metanolico
de las Flores de Tridax Procumbens”, se concluye que el extracto metanolico de Tridax
procumbens L., mostro actividad antimicrobiana significativa frente a Staphylococcus
aureus y E. coli, los cuales mostraron una reduccién en su crecimiento durante el
tratamiento con diferentes concentraciones de extractos de Tridax procumbens. El
grado de inhibicion, se midio por el método de difusion en pocillo, se informd que la
zona de inhibicion fue mas mayor en bacterias gram positivas en comparacion con las

bacterias gram negativas.



1.2 Justificacion de la investigacion

La apariciobn de microorganismos patdgenos resistentes a la gran clase de

antibioticos, ha aumentado en los Gltimos afios, debido al uso indiscriminado

de los farmacos antimicrobianos sintéticos. Ademas, el alto costo y los efectos
adversos son comunmente asociados con antibidticos sintéticos populares
(Christudas, Kulathivel & Agastian, 2012, pp.159). Desde tiempos muy remotos, la
naturaleza ha sido una fuente de agentes medicinales, cumpliendo un papel
importante en el area terapéutica gracias a las multiples propiedades que ellas
poseen; debido a ello, un impresionante nimero de farmacos modernos se han
aislado a partir de 7 recursos naturales, esto se explica por los bajos costos, la
disponibilidad y accesibilidad de estos productos (Lizcano & Vergara, 2008,
pp.xxii). Por esta razén, en las ultimas décadas ha ido tomando cada dia mayor
importancia el estudio y desarrollo de técnicas analiticas que permitan la
determinacion e identificacion de las sustancias o principios activos contenidos en
especies vegetales; generando la necesidad de explorar sus usos y realizar estudios
farmacogndsticos y farmacoldgicos para descubrir sus propiedades medicinales

(Lizcano & Vergara, 2008, pp.xxii).

1.3 Problema

¢El extracto etanolico de las hojas de Tridax procumbens L. (Hierba de toro),
presentara actividad antibacteriana al ser evaluada in vitro frente a los cultivos de

Escherichia coli y Staphylococcus aureus?



1.4 Marco Referencial

1.4.1. Tridax procumbens
Las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud de los paises
en desarrollo. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que més
del 80% de la poblacion mundial utiliza la medicina tradicional para satisfacer
sus necesidades de atencion primaria de salud y que gran parte de los
tratamientos tradicionales implican el uso de extractos de plantas o sus principios
activos (Cristiana C. , Georgina M. & Daisy C. , 2008, pp. 154).
Tridax procumbens L. es una hierba medicinal comin utilizada por los
profesionales de la medicina , perteneciente a la familia Asteraceae. Es originaria
de América tropical, pero se ha introducido en las regiones templadas tropicales,
subtropicales y mediados de todo el mundo. La planta es una hierba valorada por
sus propiedades farmaceuticas.
Biblioteca Digital de la medicina tradicional Mexicana (2009).

1.4.1.1. Clasificacién (Cronquist, 1988).
Reino: Plantae
Sub-reino: Tracheobionta plantas
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Tridax L.

Especie: Tridax procumbens (L.)



1.4.1.2.

1.4.1.3.

14.1.4.

Distribucion

La planta es nativa de América tropical y naturalizada en las zonas
tropicales de Asia, Africa, Australia, y la India. Crece en lugares
abiertos, los suelos de textura gruesa de regiones tropicales, localidades
secas y soleadas, los campos, prados y dunas.

Biblioteca Digital de la medicina tradicional Mexicana (2009).

Caracteristicas morfologicas

Tridax procumbens es una hierba perenne de 15 a 40 cm de altura, con
un tallo rastrero que puede alcanzar los 75 cm de largo. Las hojas son
simples de 0,5 - 5 cm de largo, ovadas, lanceoladas o aserradas,
ondulado-dentadas o trilobadas. Las flores son de color amarillo, que
son alrededor de 2 cm de ancho, cada una en un largo tallo de 10-30
cm.

Biblioteca Digital de la medicina tradicional Mexicana (2009).

Componentes quimicos

La planta completa de Tridax procumbens es rica en sodio, potasio y
calcio, se han aislado triterpenos de beta-amirina, betaamirona, lup-12-
en-3-ona Yy lupeol; los esteroles de fucosterol y beta-sitosterol y los
compuestos fendlicos de 3- metilnonadecilbenceno y I-(2-2-dimetil-3-
hidroxi-propil)-2-2-  iso-butil-talato. =~ Las  hojas  contienen
principalmente proteinas 26%, fibra 17%,carbohidratos solubles 39%,
y O0xido de calcio 5%.

Biblioteca Digital de la medicina tradicional Mexicana (2009). Estudios
fitoquimicos han detectado la presencia de flavonoides:3,6-dimetil-
5,7,4-trihidroxiflavona-5-O-o. L rhamnopiranosido y 3,6-dimetil-
5,7,2°,3°.4’- pentahidroxiflavona-7-O-B-D-glucopirandsido
(procumbetina); y recientemente el aislamiento de 8,3’-dihidroxi-
3,7,4’-trimetil60O- 10 B-D-glucopiranosil flavona y 6,8,3’-trihidroxi-

3,7,4’- trimetoxiflavona y saponinas, luteolina, glucoluteolin,



1.4.2.

1.4.3.

14.4.

quercetina y isoquercetina en la inflorescencia y de alcaloides(Arjona,
Torre & Peraza, 2011, pp.1009).

Actividad antimicrobiana

La planta entera de Tridax procumbes L. posee actividad antimicrobiana, en
diversas especies de bacterias.(Sneha & Ruchi, 2010, pp. 1392 — 1394). Bacterias
Gram positivas y bacterias gram negativas como Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis ,Proteus wvulgaris , Klebsiella pneumoniae |,
Micrococcus Sp , Staphylococcus aureus, Citrobacter y Serratia Sp mostro una
reduccion en su crecimiento sobre el tratamiento con los diferentes extractos de
disolvente de Tridax procumbens. Los grados de inhibicion medidos por el
método de difusion en disco, informaron de que las bacterias gram negativas eran
mas inhibido que las bacterias gram positivas.

Extractos vegetales

Los extractos vegetales se han definido como un concentrado obtenido por el
tratamiento de productos vegetales con solventes apropiados ( como agua, etanol
0 éter), de elementos solubles constituidos por una mezcla de principios activos
y sustancias inertes, que se producen de la totalidad o de partes de una planta

fresca o seca (Ruiz & Susunaga, 2000).

Antimicrobianos

Desde el siglo XVIII, se han empleado sustancias quimicas para el tratamiento
de las enfermedades infecciosas. El ataque a los microorganismos por parte de
los antimicrobianos, se pueden dar de diferentes maneras: por inhibicion de la
sintesis de la pared celular, de las funciones de la membrana celular, de la
traduccion de material genético y de la sintesis de acidos nucleicos (Lizacarro &
Vergara, 2008, pp. lvii). El término antibidtico, se refiere a un producto
metabolico de un organismo que es perjudicial o inhibitorio para otros
microorganismos en muy pequefias cantidades, estas sustancias pueden actuar

de dos maneras: a. Como bactericida, es decir, que matan las formas vegetativas



de los gérmenes b. Como bacteriostatico, es decir que inhibe el crecimiento de
microorganismos (Lizacarro & Vergara, 2008, pp. Ivii - lix).

1.4.4.1. Espectro antibacteriano

El espectro antibacteriano es el conjunto de especies bacterianas, cuyo desarrollo
es inhibido por una droga en concentraciones factibles de ser alcanzadas en
terapéutica. Por su espectro, las drogas antibacterianas pueden dividirse en:

e De pequefio espectro: actlan solamente sobre bacterias.

e De amplio espectro: actlan sobre bacterias y otros microorganismos
(Rickettsias, Micoplasmas, etc.) ( Vives, Medvedovsky & Rothlin
(2003) pp.12.

e Las drogas de amplio espectro no abarcan a todas las especies
bacterianas, y hay drogas de pequefio espectro, que abarcan un namero
relativamente alto de especies bacterianas.

Vives, eat al. (2003) pag.13.
1.4.4.2. Bacterias
La pared celular que rodea a las bacterias es compleja y existen dos formas
béasicas: pared celular gram positiva con una gruesa capa de peptidoglucano y
una pared gram negativa con una delgada capa de peptidoglicano, asi como una
membrana externa.

Seminarios de Biologia Celular y Molecular (2010).

1.4.4.3. Bacterias gram positivas

Se denominan bacterias Gram positivas a aquellas bacterias que se tifien de azul
oscuro o violeta por la tincién de Gram: de aqui el nombre de "Gram-positivas"
Seminarios de Biologia Celular y Molecular (2010).

La envoltura celular de las bacterias Gram-positivas carece de membrana
externa, y esta compuesta por una pared celular, la cual estd formada por una
gruesa capa de peptidoglicano, que rodea a la anterior.

Biologia Médica - Seminarios de Biologia Celular y Molecular (2010).



1.4.4.4. Bacterias gram negativas

La envoltura celular de las bacterias Gram-negativas estd compuesta por una
membrana citoplasmatica (membrana interna), una pared celular delgada de
peptidoglicano que rodea a la anterior, y una membrana externa que recubre la
pared celular de estas bacterias.

Biologia Médica- Seminarios de Biologia Celular y Molecular (2010) Entre la
membrana citoplasmatica interna y la membrana externa se localiza el espacio
periplasmico, relleno de una sustancia denominada periplasma, la cual contiene
enzimas importantes para la nutricion en estas bacterias.

Biologia Médica- Seminarios de Biologia Celular y Molecular (2010).

1.5. Hipotesis

El extracto etandlico de las hojas de Tridax procumbens L. (Hierba de toro),

presento accion antibacteriana, frente la Escherichia coli, Staphylococcus aureus.

1.6. Objetivos

Objetivo general:

Determinar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de
Tridax procumbens L. (Hierba de toro).

Objetivos especificos:

Obtener el extracto etandlico de las hojas de Tridax procumbens L. (Hierba de
toro).

Realizar el estudio fitoquimico del extracto etandlico de las hojas de Tridax
procumbens L. (Hierba de toro).

Determinar la actividad antibacteriana del extracto etanéfiico de las hojas de
Tridax procumbens L. (Hierba de toro).frente a Escherichia coli cepa ATCC
25922.
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e Determinar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de
Tridax procumbens L. (Hierba de toro). frente a Staphylococcus aureus cepa
ATCC25923.

1. METODOLOGIA
2.1 Tipo y disefio de investigacion

211 Tipo

El disefio del estudio fue de tipo analitico-experimental,

aleatorizado, completo, pre-clinico In vitro.
2.1.2 Disefio

La presente investigacion es de tipo experimental y corresponde
a un disefio de bloques completos al azar, donde se tendra en

cuenta el siguiente disefio:

Tabla 1 tratamiento

Tratamiento frente a| Tratamiento frente

Grupo | Staphylococcus aureus |a Escherichia coli

Sol gentamicina 25

I Sol Oxacilina 1 pg Mg

I HT.1% HT.1%
Il HT..10 % HT. 10 %
v HT. 50 % HT. 50 %
V HT. 100 % HT. 100 %

Donde: HT = hierba de toro.
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2.2 Poblacion y muestra

2.1.2 Poblacion:

P1: La poblacion microbioldgica fue constituida por las
bacterias:
- Staphylococcus aureus
- Escherichia coli
P2: La poblacion vegetal en estudio estuvo constituida por el
especie vegetal:

- Tridax procumbens L. (Hierba de toro).

2.1.3 Muestra:
M1: Las muestra microbioldgicos estuvieron formados por las bacterias.

- Staphylococcus aureus ATCC 25923
- Escherichia coli ATCC 25922

M2: La muestra estuvo formada por 10 Kg de las hojas de
- Tridax procumbens L. (Hierba de toro).

2.3. Técnicas e instrumentos de investigacion:
2.3.1. Obtencion del muestra vegetal

Las hojas de Tridax procumbens (hierba de toro) fueron obtenidas
del mercado de la chacra a la olla, situado en el distrito de

Chimbote, Provincia de Santa, Departamento de Ancash.

2.3.2. Obtencién del concentrado alcoholico de las hojas de Tridax
procumbens (hierba de toro) (CYTED 1995).

Para la preparacion del extracto alcoholico de las hojas de Tridax
procumbens (hierba de toro) las hojas fueron lavadas y sometidas
a deshidratan, a 40 °C en horno con aire circulante, luego el

12



2.3.3.

material seco, fue triturado en un molino eléctrico de cuchillos,
hasta tener particulas finas, y se llevé a maceracion con etanol de
96° a temperatura ambiente. Luego de 7 dias se filtr6 y dicho
filtrado se deseca a 40°C en estufa hasta peso constante. El residuo
seco, fue denominado extracto etandlico, el cual fue conservado en
frasco de color &mbar a 4°C, luego éste residuo servio para realizar
el estudio fitoquimico y ensayo farmacoldgico, previa
reconstitucion con agua destilada, utilizando como agente
tensoactivo polisorbato de sodio 80° al 3% de la solucién a

preparar.

Estudio fitoquimico preliminar de el extracto etandlico de las
hojas de Tridax procumbens (hierba de toro) (Lock de Ugaz,
1994).

El estudio fitoquimico del extracto de extracto etandlico de las
hojas de Morinda citrifolia se realiz6 en el laboratorio de
farmacologia de la Facultad de Medicina Humana de la
Universidad San Pedro, al cual se le practico, las reacciones de
Dragendorff y Mayer (alcaloides), Shinoda (flavonoides), cloruro
férrico (compuestos fendlicos), gelatina (taninos), ninhidrina
(aminoacidos), Burtranger (quinonas) y acido sulfurico alfa naftol
(glicosidos) (Lock de Ugaz, 2017).

2.3.3.1. Fundamento: Permite determinar cualitativamente los

principales grupos quimicos presentes en una planta, consiste
en la extraccion de la planta con solventes apropiados y la

aplicacion de reaccién de color y precipitacion.
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2.3.3.2.Procedimiento:

a)

b)

Identificacion de Alcaloides
Ensayo de Dragendorff

Se coloc6 1 mL del extracto en un tubo de ensayo, luego
se afladi6 3 gotas del aditivo de Dragendorff, y se
procedid a observar considerandose positivo la

formacion rojo ladrillo.
Ensayo de Mayer

Se colocd 1 mL del extracto en un tubo de ensayo, luego,
se afadi6 3 gotas del Reactivo de Mayer y se procedié a
observar considerandose positivo la formacion de un

precipitado blanco.
Ensayo de Wagner

Se colocd 1 mL del extracto en un tubo de ensayo, a
continuacion, se afiadio 3 gotas del Reactivo de Wagner
y se procedié a observar considerandose positivo la

aparicion de un precipitado color café.

Identificacion de Flavonoides
Ensayo de Shinoda

Se colocd 1 mL del extracto en un tubo de ensayo, luego
se agrego limadura de magnesio seguidamente de 3 gotas
de éacido clorhidrico concentrado y se procedié a
observar considerandose positivo si la reaccion es de

rojo oscuro intenso.
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c)

Identificacion de compuestos fendlicos y/o taninos
Ensayo de Cloruro Férrico (FeCls)

Se coloc6 1 mL del extracto en un tubo de ensayo, a
continuacion, se agregd 3 gotas del reactivo FeClz al 10%
y se procedid a observar considerandose positivo la

aparicion de coloracion verde oscuro.

d) Identificacion de triterpenoides y/o esteroides

f)

Prueba de Liebermann-Burchard

Se coloc6 1 mL del extracto en un tubo de ensayo, a
continuacion se agreg6 5 gotas de acido acético seguido
de 5 gotas de anhidrido acético, luego se agreg6 1 gota de
acido sulfurico y se procedi6 a observar positivo
considerandose positivo para triterpenoides un coloracion
rojo-marron y para esteroides la presencia de un anillo

color verde.
Identificacion de Quinonas
Ensayo de Borntrager

Se coloc6 1 mL del extracto en un tubo de ensayo, a
continuacion, se agreg6 5 gotas del reactivo de Borntrager
y se procedidé a observar considerandose positivo si la

reaccion es de color rojo intenso o rosa oscuro.
Identificacion d de Azucares reductores

Se colocé 1 mL del extracto en un tubo de prueba,
primero se mezcld Fehling A + Fehling B y luego se
afiadio a la muestra. Considerandose positivo un

precipitado rojo.
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g) Identificacion de Saponinas

Se colocd 1 mL extracto en un tubo de pruebay se diluyo
con 5 veces su volumen en agua y se agito la mezcla
fuertemente durante 2 minutos. Considerandose positivo
la aparicion de espuma de 2mm de altura en la superficie

y si persistio por mas de 2 minutos.

2.3.4. Prepracion de los discos saturados con el extracto (Kirby —

2.3.5.

2.3.6.

Bauer, 1996).

Los discos de papel filtro de 6 mm de diametro se autoclavaron a
120° C por 15 minutos y los impregnaron cada uno con 15 pl del
concentrado. Los discos se dejaran secar antes de ser colocados en

la superficie de las placas sembradas.

Preparacion de los discos saturados con Oxacilina vy

gentamicina

Los discos de papel filtro de 6 mm de didmetro se autoclavaron a
120° C por 15 minutos y se impregnaron cada uno con 1ug de
Oxacilina y 25 pg de gentamicina respectivamente, para ello se
parti6 de una solucién inyectable y calculé la cantidad en
disoluciéon para garantizar la concentracion mencionada. Los
discos se dejaron secar antes de ser colocados en la superficie de

las placas sembradas (Kirby — Bauer, 1996)

Ensayo de agar placa bacterial

Se prepar6 una suspension homogénea de bacterias en solucién
salina fisioldgica estéril, cuidando que la concentracion sea 3 x 108
bacterias/ml. Esto se determinara usando un nefelémetro. Las
bacterias fueron sembradas en la superficie de las placas Petri
conteniendo agar Mller Hinton para todas cepas. Luego se dejaron

secar en estufa a 37° C por un tiempo aproximado de 15 minutos.
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2.3.7.

Los discos preparados con el aceite volatil en las diferentes
concentraciones y los discos control de Oxacilina y gentamicina
fueron colocados sobre la superficie del agar en las placas, las que
luego fueron puestas a incubacion en la estufa a 37° C, durante 24
horas. Los halos de inhibicién de crecimiento bacteriano se
midieron con una regla milimetrada

(Kirby — Bauer, 1996)

Procesamiento y anlisis de la informacion

Para el evaluacion de los datos producidos en la actividad
antibacteriana se empleo la estadistica descriptiva evidenciando
medias, error estandar, intervalo de confianza al 95%, ademas de
un analisis de varianza para determinar la diferencia entre
tratamientos, esto para cada una de dos bacterias ensayadas. En
ambos casos se empleo el programa estadistico SPSS version 22 de
IBM.
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1. RESULTADOS

Tabla 1. Tamizaje fitoquimica del concentrado alcoholico de Tridax Procumbens
(hierba de toro).

Tabla 2: resultados

Reactivo de Identificacion Metabolito Secundario Cantidad
Gelatina Saponinas -
Bénedict AzUcares reductores ++
Mayer Alcaloides -

Ensayo de Baljet cumarinas -
Bortréger Quinonas -
Liebermann Esteroides +++
Shinoda Flavonoides +++
Ninhidrina Aminodacidos ++

Leyenda: (+++) = Abundante cantidad; (++)=Regular cantidad o positivo,
(+)=Poca cantidad o trazas; (-)=Ausencia.
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Tabla 2. Diametros promedio de los halos de inhibicion al verificar la accion
antibacteriana de las hojas de Tridax Procumbens (hierba de toro) frente a

Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Tratamientos S.aureus E.coli
oxacilina 1p 17.67
Gentamicina 25 p 19.67
HT 1% 6.33 8.33
HT 10% 12.33 11.00
HT 50% 15.00 12.67
HT 100% 16.33 14.00
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Figura 1. Promedio de los halos de inhibicion al evaluar la actividad
antibacteriana de las hojas de Tridax Procumbens (hierba de toro) frente a

Staphylococcus aureus.
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Figura 2. Promedio de los halos de inhibicion al verificar la accion antibacteriana
de las hojas de Tridax Procumbens (hierba de toro) frente a Escherichia coli
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IV. ANALISIS Y DISCUSION

Tridax Procumbens (hierba de toro) es una planta originaria del Peru, donde se les
atribuye propiedades medicinales motivo por el cual decidimos investigar la
actividad antibacteriana asociada a los componentes activos o metabolitos
secundarios de sus hojas. En la cuadro 1, se reporta los resultados del tamizaje
fitoquimico del extracto alcoholico de las hojas de Tridax Procumbens,
identificandose principalmente; flavonoides (+++), esteroides (+++), aminoacidos
(++) y esteroides (++) (tabla 1). La accion laxante del extracto etandlico de las
hojas Tridax Procumbens se puede relacionar a la accion sinérgica de los
compuestos bioactivos identificados.

Los resultados de esta investigacidn evidenciaron que el extracto etandlico de las
hojas de Tridax Procumbens en concentracién del 100% (puro) posee mayor
actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus mediante los halos de
inhibicion promedio de 16,33 mm frente a su estandar farmacoldgico oxacilina 1
1uL 17.67 mm; ademas para Escherichia coli con un halo de inhibicion promedio
del4 mm, frente a su estandar farmacoldgico gentamicina 25 yL. (Tabla 2, figura
1-2).

Teniendo en cuenta la variedad de los compuestos quimicos presentes en los
productos naturales que su actividad antibacteriana no se debe a su mecanismo
especifico, sino a la combinacion de ellos, considerando su mecanismo alterar la
estructura y funcion de la membrana citoplasmatica, que se acompafia con el flujo

de salida de los componentes citoplasméticos

incluyendo ATP en los microorganismos diana, provoca la deformacién de la
membrana y la variacion en su permeabilidad. Los aceites esenciales que tienen
propiedades hidrofobas pueden penetrar en la membrana celular de las bacterias,
se disuelven en la membrana y como resultado, disminuyen su funcion
modificando el patron de transporte de iones y la inactivacion enzimatica. En
general, los metabolitos secundarios poseen sus propiedades antibacterianas al

interferir y desestabilizar el rendimiento de la bicapa de fosfolipidos de la
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membrana celular, las actividades enzimaticas y de los recursos genéticos en la

bacteria. (Lugman et al.; 2007).

Al igual que otros antibidticos betalactamicos, como la Oxacilinay la Amoxicilina
acttian inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana. Impide la formacion
de enlaces cruzados entre las cadenas poliméricas de peptidoglicano lineal las
cuales son unos compuestos importantes de la pared celular de las bacterias gram
positivos. Actla mediante la unién e inhibicibn competitiva de la
enzima transpeptidasa usada por la bacteria para generar los enlaces cruzados (D-

alanil-alanina) usados en la sintesis del peptidoglicano. (Albu R -1998).
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V. CONCLUSIONES

Se realizo la marcha fitoquimica del extracto etanolico de las hojas de Tridax
Procumbens (hierba de toro), logrando identificar la presencia de esterorides

(+++), flavonoides (+++), aminoacidos (++) y azucares reductores (++).

Se evidencio que el extracto etanolico de las hojas de Morinda citrifolia (noni)
presentaron efecto laxante en ratones, observandose mejor efecto a una dosis

de 200 mg/kg con una eficacia antidiarréica de 57.56%.

Se determind que el extracto etanolico de las hojas de Tridax Procumbens en
concentracion del 100% (puro) posee mayor actividad antibacteriana contra el
Staphylococcus aureus mediante los halos de inhibicion promedio de 16,33

mm frente a su estandar farmacologico oxacilina 1 1puL 17.67 mm

Se encontro que el extracto etanolico de las hojas de Tridax Procumbens en
concentracion del 100% (puro) posee mayor actividad antibacteriana contra el
Escherichia coli con un halo de inhibicion promedio de 14 mm, frente a su

estandar farmacoldgico gentamicina 25 pL.

Se demostrd que en condiciones experimentales el extracto etanolico de las

hojas de Tridax Procumbens (hierba de toro) presenta efecto antibacteriano.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar estudios fitoquimicos del extracto obtenidos de diferentes lugares
geograficos, para evaluar la presencia de sus metabolitos secundarios y

permita asociarlo con una posible actividad farmacoldgica.

Utilizar diferentes solventes, permitiéndonos obtener diferentes mezclas de
metabolitos, que de forma sinérgica logren una mejor actividad

antibacteriana.

Obtener extractos acuosos, etanodlicos, etéreos, hidroalcohdlicos para poder

comparar el extracto con mayor actividad antibacteriana.

Comparar la actividad antibacteriana con otras especies vegetales, asi como

con otros estandares farmacologicos de eficacia comprobada.
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IX ANEXOS

Anexo 1. Tabla de recoleccidon de datos, referente al diametro de los halos de
inhibicién al evaluar la actividad del aceite esencial de hierba de toro frente a

Staphylococcus aureus y E. coli.

Tratamientos S. aureus (mm) E. coli (mm)
16
oxacilina 1u 18
19
19
Gentamicina 25 u 21
19
6 8
HT 1% 6 8
7 9
11 10
HT 10% 13 13
13 10
12 13
HT 50% 15 12
18 13
17 14
HT 100% 16 14
16 14
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Anexo 2. Estadistica descriptiva de los datos, referente al diametro de los halos

de inhibicion al evaluar la actividad del aceite esencial de hierba de toro frente a

Staphylococcus aureus.

resultado
Parameros oxacilina 1p | HT 1% HT 10% HT 50% HT 100%
Media 17.6666667 | 6.33333333 | 12.3333333 | 15 16.3333333
Error tipico 0.8819171 0.33333333 | 0.66666667 | 1.73205081 | 0.33333333
Mediana 18 6 13 15 16
Moda #N/A 6 13 #N/A 16
Desviacion estandar | 1.52752523 | 0.57735027 | 1.15470054 | 3 0.57735027
Varianza  de la
muestra 2.33333333 | 0.33333333 | 1.33333333 | 9 0.33333333
Curtosis #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0!
Coeficiente de -
asimetria -0.93521953 | 1.73205081 | 1.73205081 | O 1.73205081
Rango 3 1 2 6 1
Minimo 16 6 11 12 16
Maximo 19 7 13 18 17
Suma 53 19 37 45 49
Cuenta 3 3 3 3 3
Nivel de
confianza(95.0%) 3.79458303 | 1.43421758 | 2.86843515 | 7.45241314 | 1.43421758
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Anexo 3. Analisis de varianza ANOVA de los datos, referente al diametro de los

halos de inhibicién al evaluar la actividad del aceite esencial de hierba de toro

frente a Staphylococcus aureus.

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

oxacilina 1p | 3 53 17.6666667 | 2.33333333

HT 1% 3 19 6.33333333 | 0.33333333

HT 10% 3 37 12.3333333 | 1.33333333

HT 50% 3 45 15 9

HT 100% 3 49 16.3333333 | 0.33333333

ANALISIS DE

VARIANZA

Origen de las | Suma de | Grados de | Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados | F Probabilidad para F

Entre grupos | 241.066667 | 4 60.266 22.6 5.3933E-05 3.47804969
Dentro de los

grupos 26.6666667 | 10 2.6666

Total 267.733333 | 14
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Anexo 4. Estadistica descriptiva de los datos, referente al diametro de los halos

de inhibicion al evaluar la actividad del aceite esencial de hierba de toro frente a

Escherichia coli.

Gentamicina
Parametros 25 pL HT 1% HT 10% HT 50% HT 100%
Media 19.6666667 8.33333333 11 12.6666667 14
Error tipico 0.66666667 0.33333333 1 0.33333333 0
Mediana 19 8 10 13 14
Moda 19 8 10 13 14
Desviacion
estandar 1.15470054 0.57735027 1.73205081 0.57735027 O
Varianza de la
muestra 1.33333333  0.33333333 3 0.33333333 0
Curtosis #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0!
Coeficiente de -
asimetria 1.73205081 1.73205081 1.73205081 1.73205081 #jDIV/0!
Rango 2 1 3 1 0
Minimo 19 8 10 12 14
Maximo 21 9 13 13 14
Suma 59 25 33 38 42
Cuenta 3 3 3 3 3
Nivel de
confianza(95.0%)  2.86843515 1.43421758 4.30265273 1.43421758 O
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Anexo 5. Analisis de varianza ANOVA de los datos, referente al diametro de los

halos de inhibicién al evaluar la actividad del aceite esencial de hierba de toro

frente a Escherichia coli.

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio | Varianza

Gentamicina

25 pL 3 59 19.6666667 | 1.33333333

HT 1% 3 25 8.33333333 | 0.33333333

HT 10% 3 33 11 3

HT 50% 3 38 12.6666667 | 0.33333333

HT 100% 3 42 14 0

ANALISIS DE

VARIANZA

Origen de las | Suma de | Grados de | Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados | F Probabilidad para F

Entre grupos | 213.733333 | 4 53.4333333 | 53.4333333 | 1.0304E-06 | 3.47804969
Dentro de los

grupos 10 10 1

Total 223.733333 | 14
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