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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como finalidad determinar la actividad antibacteriana in
vitro de las fracciones (A, B, C y D) del extracto etandlico de la corteza de Tynanthus
panurensis (clavo huasca) frente a S. aureus, y E. coli. La muestra vegetal fue
recolectada del Centro Experimental de Plantas Medicinales (Jardin Botanico
Arboterum) de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la UNAP; asimismo las
cepas bacterianas fueron donadas por el Instituto Nacional de Salud. Se evalué la
actividad antibacteriana in vitro mediante el método de Difusion en disco “Kirby-
Bauer”, en donde se utilizé como controles positivos los antibiéticos: meropenem,
ciprofloxacino, y gentamicina. Resultados: la actividad antibacteriana in vitro por el
método de disco difusion, a concentraciones de 1300 mg/ml, de las fracciones del
extracto etandlico de la corteza de T. panurensis; para S. aureus se presencio halos
de inhibicion de 15 mm y 18 mm para las fracciones “A 'y B”, respectivamente, las
fracciones “C y D” no presentaron halos de inhibicidn; por otro lado, para E. coli
todas las fracciones fueron resistentes. Se concluye que, S. aureus es sensible y
E. coli es resistente a las fracciones del extracto etandlico de la corteza de

Tynanthus panurensis (clavo huasca).

Palabras clave: actividad antibacteriana, Tynanthus panurensis, Kirby-Bauer,

fracciones del extracto etanodlico.



ABSTRACT

The purpose of this work was to determine the in vitro antibacterial activity of
fractions (A, B, C and D) of the ethanolic extract of the bark of Tynanthus panurensis
(clavo huasca) against S. aureus and E. coli. The plant sample was collected from
the Experimental Center for Medicinal Plants (Botanical Garden Arboterum) of the
Faculty of Agricultural Sciences of UNAP; likewise, the bacterial strains were
donated by the National Institute of Health. In vitro antibacterial activity was
evaluated using the "Kirby-Bauer" disk diffusion method, where the antibiotics
meropenem, ciprofloxacin, and gentamicin were used as positive controls. Results:
the in vitro antibacterial activity by the disc diffusion method, at concentrations of
1300 mg/ml, of the fractions of the ethanolic extract of the bark of T. panurensis; for
S. aureus, inhibition halos of 15 mm and 18 mm were observed for fractions “A and
B”, respectively, fractions “C and D” did not present inhibition halos; on the other
hand, for E. coli all fractions were resistant. It is concluded that S. aureus is sensitive
and E. coli is resistant to fractions of the ethanolic extract of the bark of Tynanthus

panurensis (clavo huasca).

Keywords: antibacterial activity, Tynanthus panurensis, Kirby-Bauer, ethanolic

extract fractions.
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INTRODUCCION

La amazonia se caracteriza por contar con una gran variedad de flora y fauna
silvestre, este hecho ha sido aprovechado desde tiempos remotos por el hombre
amazonico que utiliza estos recursos para diferentes finalidades. Algunas plantas
se usan como fuente de alimentacion; otras, en la preparaciéon de bebidas
espirituosas regionales o en la medicina tradicional. Ademas, ciertas especies se
necesitan para construir casas, puentes o para elaborar artesanias. Pocas se
encuentran cultivadas con la ayuda de la mano del hombre y mayormente estan en
estado silvestre; aun asi, todas ellas son aprovechadas y extraidas. Muchas veces
a falta de recursos econdmicos, y gracias al conocimiento popular de la poblacién

indigena, se ha usado a las plantas como una fuente de productos medicinales (1).

Por esta razdn, varias especies vegetales son comercializadas en mercados de
gran acopio, especialmente en el “Pasaje Paquito”. La amazonia peruana es
conocida a nivel mundial por contar con plantas que poseen abundantes
propiedades como la actividad antioxidante; antimicética y antibacteriana, es por
esto que ha despertado el interés de investigadores que tienen la necesidad de
evaluar cientificamente los 6rganos de una especie: hojas, fruto, tallo, corteza, raiz,
etc. Estudios realizados nos dan como resultados que los antioxidantes son de
mucha importancia para prevenir enfermedades cardiovasculares o degenerativas;
dentro de las especies muy conocidas por el poblador, pero poco estudiada,
encontramos a Tynanthus panurensis (clavo huasca), que es vendido como un
poderoso afrodisiaco, usado como ingrediente complementario en diversas recetas

de ayahuasca para el estbmago; no siendo este un alucinégeno (2).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) sefiala que en los ultimos afios la
automedicacion y el uso indiscriminado de antibioticos, han tenido como resultado
tratamientos ineficaces y caros, con efectos indeseados en la salud de la poblacion
generando un problema de salud publica: la resistencia antibacteriana. Este es un
proceso en el cual un microorganismo entra en contacto con un antibacteriano,
teniendo como resultado no generar ningun dano o, es mas, puede reforzar la
patogenicidad del primero, debido que estos poseen la capacidad de neutralizar el

efecto de los medicamentos, mutando o adquiriendo el gen de resistencia (3).
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La prevalencia de las enfermedades infecciosas se produce en respuesta a los
cambios ecoldgicos globales a lo largo del tiempo, debido al desarrollo de las
comunidades y el uso de la tierra, al comportamiento humano irracional, a los viajes
y comercio internacional, al desarrollo tecnologico e industrial, a los cambios vy
adaptaciones microbianas y a deficiencias en las medidas de salud publica. Esta
situacion genera la necesidad de estar en constante investigacion de nuevas
alternativas que puedan ser usadas como tratamiento terapéutico en enfermedades
infecciosas, y es en nuestra flora que encontramos las mejores opciones. Los
compuestos bioactivos como las quinonas, flavonoides, taninos, cumarinas,
alcaloides y lactonas, son modelos naturales que pueden ser utilizados para
mejorar la vida del ser humano, asimismo, las especies que contienen estos
compuestos, bajo un manejo sostenible pueden dar oportunidad a los pobladores
nativos y riberefios de mejorar su calidad de vida ademas pueden generar nuevas
alternativas para toda la poblacion con medios mas accesibles para contrarrestar
las infecciones; por otro lado, determinar la presencia de estos compuestos en la

actualidad es muy facil, para ello se utiliza métodos de espectrofotometria (4).

Lo mencionado lineas arriba, conllevé a tomar la decision de desarrollar este trabajo
con el objetivo de determinar la actividad antibacteriana in vitro de las fracciones
del extracto etandlico de la corteza de T. panurensis (clavo huasca) frente a S.
aureus ATCC 25923, y E. coli ATCC 25922.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Cardenas y Lépez (2019), determinaron la actividad antibacteriana in vitro del
extracto etandlico de la corteza de T. panurensis (clavo huasca) frente a S. aureus,
E. coli y P. aeruginosa. Utilizaron el método de difusion en agar, obteniendo
resultados a concentraciones de 1300 mg/ml, 1500 mg/ml, y 1700 mg/ml del
extracto, para S. aureus, reportaron halos de inhibicion de 7 mm, 9 mm y 11 mm
respectivamente, mientras que para E. coli y P. aeruginosa, no se aprecio ningun
halo de inhibicion, clasificandolas como resistente. Concluyeron que las bacterias
utilizadas son resistentes al extracto etandlico de la corteza de T. panurensis (clavo
huasca); por lo tanto, no presenta actividad antibacteriana a las concentraciones

evaluadas (5).

Morales et al. (2013), desarrollaron el tamizaje fitoquimico, mostrando la presencia
de saponinas con alta concentracién de fenoles y flavonoides. Realizaron pruebas
in vitro donde se reveld que el extracto tiene propiedades antioxidantes que
eliminan los radicales libres y reduce la peroxidacion lipidica microsémica, la
sintesis de acido urico y la produccion de factor a de necrosis tumoral. También
encontraron propiedades antiinflamatorias de ETP en estudios in vivo en un modelo
de edema de carragenina en rata, en el que el extracto exhibia una actividad
potente. Los resultados respaldaron la idea de que el extracto de corteza de T.
panurensis podria ser beneficioso para tratar la inflamacién y esta de acuerdo con

uno de los principales usos tradicionales de esta planta (6).

Cruz et al. (2012), determinaron la actividad antibacteriana de los extractos
etandlico y hexanico de la hoja y corteza de cuatro plantas utilizadas como
medicinales: guayaba agria (P. friedrichsthalianum L.), palo de sangre (P. hayesii
L.), chichimecate (T. guatemalensis L.) y ciruela (S. purpurea L.). Para realizar la
evaluacion utilizaron el método de difusidén en agar. Los resultados indicaron que el
extracto hexanico de cada una de las plantas presentaron actividad antibacteriana
al menos en uno de los microorganismos evaluados mientras que los extractos

hexanicos de corteza no presentaron actividad contra ninguno de los tres
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microorganismos ensayados. Los extractos que presentaron una Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) igual o menor de 7.50 mg mL-1 contra B. cereus fueron los
etandlicos de hoja de P. friedrichsthalianum'y S. purpurea y el hexanico de hoja de
T. guatemalensis asi como el extracto hexanico de corteza de P. friedrichsthalianum

contra S. aureus 'y S. typhimurium (7).

Ruiz y Santillan (2012), determinaron diferencias macromorfoldgicas de las hojas
y las cortezas de las plantas Maytenus macrocarpa y T. panurensis. Prepararon el
extracto fluido en la raiz, hojas y corteza. Demostraron con el analisis fitoquimico
preliminar la presencia de algunos metabolitos secundarios: fenoles, saponinas,

aminoacidos y esteroides (8).

Cansian et al. (2010), determinaron actividad alelopatica mediante un estudio
farmacolégico del T. panurensis (clavo huasca), en la germinacion y crecimiento del
hipocotileo de las semillas de Lactuca sativa (lechuga). Algunas fracciones
desarrollaron toxicidad frente al crustaceo Artemia salina en determinadas
concentraciones, ademas de ejercer actividad antioxidante similar a la rutina.
Demostraron actividad sobre algunas bacterias y la fraccion hidroalcohdlica de la

hoja presento actividad frente a la tirosina en 100 ug/ml de concentracion (9).

1.2. Bases teodricas

1.2.1. Tynanthus panurensis (clavo huasca)

Figura 1. Hoja y corteza de Tynanthus panurensis
Fuente: https://www.inaturalist.org/photos/45056759

Es una gran liana autéctona de la selva amazonica y otros partes de América del
Sur tropical. La planta es comunmente llamada “clavo huasca” y todavia se usa

ampliamente como un afrodisiaco natural en la medicina herbaria peruana (6).
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A. Clasificacion taxonémica de T. panurensis

Reino Plantae

Division Tracheophyta

Clase Spermatopsida

Orden Lamiales

Familia Bignoniaceae

Género Tynanthus

Especie Panurensis

N. cientifico: Tynanthus panurensis

Fuente: Miguel Ruiz et al. (8)

B. Descripcion botanica

Ramas sub teretes a cuadrangulares. Hojas 2-3 folioladas; foliolos elipticos u
oblongo- elipticos, 7-19 x 4-13 cm, apice acuminado o agudo, base redondeada o
truncada, frecuentemente con un zarcillo simple o ftrifido. Inflorescencia en
paniculas axilares, bracteas y 5Sractéolas de hasta 1 mm de largo. Flores con caliz
cupular subtruncado, 5 denticulado, corola blanca, crema o amarillenta, 12-14 mm
de longitud mas o menos infundiubiliforme, bilabiada hasta la mitad, pubescente
por fuera. Frutos capsulas lineares, 20-23 x 0.9-1.2 cm, obtusas en ambos extremos
(10).

C. Distribucién y habitat

Estas lianas trepadoras se encuentran en grandes cantidades en los bosques
humedos y zonas tropicales. En el Peru se le encuentra en zona de Ceja de Selva,
en las regiones de Loreto, Pasco, San Martin, Ucayali. En la Selva Baja se le
encuentra generalmente en areas no inundables alejada de los cuerpos de agua,
aunque también prosperan en suelos que se inundan solo con crecientes altas,
lugares proximos a los rios y quebradas, invadiendo las zonas transicionales entre
suelos no inundables y las orillas inundables llamadas comunmente faldas de altura
(10).



D. Usos farmacolégicos

La corteza extraida con aguardiente de cafia es componente de diferentes licores
amazonicos, endulzado con miel de abejas silvestres y que se atribuye propiedades
afrodisiacas, es también utilizado como componente adicional de la ayahuasca
para reducir los efectos colaterales como el vomito y la diarrea. Ademas, extraido
por maceracion hidroalcohdlica se emplea como reconstituyente, combatir fiebres,
dolores musculares, artritis y en casos de resfrios. Se toma una copita por las
mafanas, durante 15 dias. También es usada como un ingrediente adicional en la
preparacion de la ayahuasca o yage, algunas veces es tomado simultaneamente
para ayudar a reducir los efectos de vomito y diarrea producidos por la toma de esta
bebida (9,10).

Como uso medicinal es considerado como: antiartritico, anticancerigeno,
antirreumatico (tomar maceracion alcoholica de las raices y tallos), también actua
contra la diabetes (maceracion de la madera en aguardiente) y es muy bueno para

tratar con los resfriados (tomar maceracion alcoholica de la corteza) (12).

Marcha fitoquimica del extracto etandlico de la corteza de T. panurensis

(clavo huasca)

Compuesto Extracto
Alcaloide +
Saponinas -
Esteroides -
Triterpenos -
Taninos ++
Fenoles -
Flavonoides +++
Quinonas -
Lactona +
Aminas y aminoacidos -
Cumarinas fijas +

Cumarinas volatiles -

(+++): Abundante; (++): Moderado; (+): Leve; (0): Ausente.

Fuente: Manual de fitoquimica (28)



Se puede afirmar que el extracto de la corteza de Tynanthus panurensis (clavo
huasca) presenta abundante concentracién de flavonoides, media concentracion

de taninos, y poca concentracion de alcaloides, lactonas y cumarinas.

1.2.2. Bacterias utilizadas en el estudio

A. Staphylococcus aureus

Es un microorganismo que por naturaleza se encuentra en la carga bacteriana de
las fosas nasales. También se puede encontrar porcentajes altos de carga
bacteriana en el personal de salud o persona que labora en algun centro
hospitalario, se propaga de persona a persona por contacto directo, por medio de
las gotitas de salivas al estornudar, o a través de objetos contaminados con estos;
como: teléfonos, cerraduras de puertas, ventanas, controles del televisor, o algin

equipo con botones (13).

S. aureus es agente etiolégico de diversas patologias, incluyendo infecciones de
piel y tejidos blandos, endocarditis, infeccién del SNC y del tracto génitourinario
(14).

Por su ubicuidad y en funcién de los procedimientos médicos y uso de
antimicrobianos, se confiere especial énfasis al aislamiento y estudio
epidemiologico de S. aureus, considerando su rol primordial en las infecciones

nosocomiales (15).



Clasificacion taxonomica de S. aureus

Dominio: Bacteria

Filo: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Bacillales

Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus
Especie: Staphylococcus aureus

Fuente: Monica Gil. (16)

Caracteristicas morfolégicas: el género Staphylococcus esta formado por cocos
Gram positivos, con un diametro de 0.5 a 1.5 ym, agrupados como células unicas,

en pares, tétradas, cadenas cortas o en forma de racimos de uvas (17).

En extendidos de pus los cocos aparecen solos, en pares, en racimos 0 en cadenas
cortas. Los racimos irregulares son caracteristicos de extendidos tomados de
cultivos que se desarrollan en medios soélidos, mientras que en otros cultivos son
frecuentes las formas de diplococos y en cadenas cortas. Unas pocas cepas
producen una capsula o capa de baba que incrementa la virulencia del
microorganismo. El S. aureus es un microorganismo Gram positivo pero las células

viejas y los fagocitados se tiien como Gram negativos (14).

B. Escherichia coli

Es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae,
tribu Escherichia. Para determinar el grupo patégeno al que pertenecen Kauffman
desarroll6 un esquema de serotipificacidon que continuamente varia y que
actualmente tiene 176 antigenos somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60 capsulares
(K). El antigeno “O” es el responsable del serogrupo; la determinacién del antigeno
somatico y flagelar (O:H) indica el serotipo, el cual en ocasiones se asocia con un

cuadro clinico en particular (18).
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Esta bacteria coloniza el intestino del ser humano pocas horas después del
nacimiento y se le considera una bacteria del microbiota intestinal, sin embargo,
existe la posibilidad que algunas cepas sean patdgenas y causen dafno produciendo

diferentes cuadros clinicos, como la diarrea (19).

Clasificacion taxonomica de E. coli

Reino: Bacteria

Filo: Proteobaceria

Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia

Especie: Escherichia coli

Fuente: Thomson et al. (19)

Caracteristicas morfolégicas: como integrante de la flora normal del hombre y
de muchos animales, se lo considera un germen indicador de contaminacion fecal
cuando esta presente en el ambiente, agua y alimentos, junto con otros similares

agrupados bajo la denominacion de bacterias coliformes (20).

El metabolismo de E. coli consiste en utilizar azucares sencillos y requiere nitrégeno
soluble, son oxidasa negativos y catalasa positivos, en general indol positivos y
descarboxilan la lisina, ureasa negativa e incapaz de crecer en medio con citrato
como unica fuente de carbono y energia, pero si en caldo acetato. Se clasifican en
mas de 170 serogrupos adaptados a diferentes ambientes, incluso dentro del
huésped llegando a ser un patégeno mortal; es por ello que su diagndstico oportuno
y su combate con el uso apropiado de antibidticos resultan de suma importancia

para disminuir la incidencia (20).

1.2.3. Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana es el fendmeno por el cual un microorganismo deja de

verse afectado por un antimicrobiano al que anteriormente era sensible. Los


https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
https://es.wikipedia.org/wiki/Filo
https://es.wikipedia.org/wiki/Clase_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Especie

microorganismos resistentes (bacterias,) son inmunes a los efectos de los
antimicrobianos, como los antibiéticos, de modo que los tratamientos habituales se
vuelven ineficaces y las infecciones persisten y pueden transmitirse a otras

personas (3).

De acuerdo al reporte de la Organizacion Mundial de la Salud en el 2012, en el
mundo cada afio se producen unos 440 000 casos nuevos de tuberculosis
multirresistente que causan como minimo 150 000 defunciones. Hasta la fecha, la

tuberculosis ultrarresistente se ha notificado en 64 paises (21).

Resistencia bacteriana en el Peru: la incidencia de la resistencia bacteriana en
los dltimos afios ha venido ocasionando un problema de salud en todos los grupos
poblacionales peruana especialmente en nifios. El uso irracional de antimicrobianos
ha derivado en la emergencia y diseminacibn de microorganismos que son

resistentes a drogas de primera linea, baratos y efectivos (22).

El Instituto Nacional de salud (INS) en el informe proporcionada por la Vigilancia de
la Resistencia a antimicrobianos en el 2007, afirma que bacterias con mayor indice
de resistencia y causantes las principales enfermedades son las enfermedades
diarreicas, infecciones del tracto respiratorio, meningitis, infecciones de transmision
sexual y las infecciones adquiridas en el hospital, siendo entre los agentes
infecciosos mas importantes S. aureus , Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus,

Enterobacter, E. coli, Klebsiella y otros (23).

Resistencia bacteriana en Loreto: en la region existen pocos reportes de casos
de resistencia a antibacterianos debido a que la mayoria de instituciones de salud

no cuentan con las instalaciones adecuadas para su analisis y estudio.

En un estudio de investigacion realizada por el comité de ética del NAMRU-6 de la
marina de los Estados Unidos, reporto en los hospitales de Iquitos existen casos de
resistencia bacteriana donde S. aureus presentd mayor resistencia en un 100% a
las penicilinas, P. aureginosa a amoxicilina (100%), E. coli a multiples antibioticos
como ampicilina (100%), ciprofloxacino (86,7%), cotrimoxazol (80%), y tetraciclina
(100%) (24).
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1.2.4. Ensayos antimicrobianos

La actividad antimicrobiana de los productos naturales de origen vegetal, tanto
extractos de plantas como sustancias puras, pueden ser detectadas cuando se
colocan esas muestras en contacto con varios microorganismos y se observa la

respuesta del crecimiento microbiano (25).

Los métodos para detectar actividad antimicrobiana son clasificados en tres grupos:
métodos de difusion, macrodilucion y microdilucion. Son mas utilizados por los

grupos de busqueda de antimicrobianos de origen vegetal.

A. Determinacion de la actividad antibacteriana

La apropiada seleccion y uso de un agente antibacteriano estan basados en las
caracteristicas del agente etioloégico y en el patrédn de susceptibilidad. Los
antibiogramas son reportes de test de susceptibilidad a los agentes antimicrobianos
y estan indicados para cultivos bacterianos clinicamente relevantes (por ejemplo:
fluidos normalmente estériles o sitios clinicamente infectados) cuando la

susceptibilidad no puede ser predicha.

El principio del método involucra la aplicacion de una cantidad determinada de
antimicrobiano en un reservorio (disco de papel) en la superficie del agar sobre la
cual se ha distribuido un inéculo del microorganismo. Se formara asi, por difusion,
un gradiente de concentracion del antibacteriano alrededor del reservorio y la
sensibilidad de la bacteria estara indicada por el tamafo de la zona de inhibicion
del crecimiento bacteriano. El diametro obtenido dependera no solo de la
sensibilidad de la bacteria y la carga del disco, sino también del espesor de la capa
de agar, el pH y la composicion del medio de cultivo, de la capacidad de difusion de
la droga en ese medio, de la temperatura y atmdsfera de incubacion, de la velocidad
de duplicacion bacteriana, del tamarfo del inéculo y de la fase de crecimiento de la
bacteria (26).

Método de difusion en disco: se emplean discos de papel impregnados de

antibidtico localizados en zonas libres de microorganismos con dosis seriada.
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Observando el tamafio del halo de inhibicidn de crecimiento se puede obtener
resultados semicuantitativos. La sensibilidad esta determinada por el diametro del

halo cuya lectura viene estandarizada (27).

1.3. Definicion de términos

Actividad antibacteriana: capacidad que tienen algunos compuestos para inhibir,

o0 matar a las bacterias.

Antimicrobiano: sustancia de origen natural, origen semi-sintético o sintético que
inhibe el metabolismo y/o el crecimiento de un microorganismo, llegando puede

matarlo.

Difusiéon en agar: método para determinar la sensibilidad antimicrobiana, que
consiste en utilizar discos de papel impregnados de antibiotico localizados en zonas
libres de microorganismos con dosis seriada, el cual reportar resultados a través de

los halos de inhibicion.

Estandar de Mcfarland: el estandar 0,5 de McFarland es aproximadamente 1,5 x
108 CFU/mI. Utilizado al ajustar suspensiones del inéculo para pruebas de

susceptibilidad.

Extracto etandlico: es el producto final que se obtiene de la maceracion de una

planta con etanol.

Fracciones del extracto etandlico: fracciones obtenidas del extracto etandlico,

utilizando el método liquido/liquido continuo.

Scream fitoquimico: pruebas realizadas en extractos de plantas con actividad
bioldgica, para detectar y/o demostrar los tipos de compuestos que generan

beneficios a nuestra salud.

Tynanthus panurensis: liana autoctona de la selva amazonica y otros partes de

Ameérica del Sur tropical. La planta es comunmente llamada “clavo huasca”.
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES
2.1.Formulacion de la hipétesis
H1. Las fracciones del extracto etandlico de la corteza T. panurensis (clavo huasca)
tiene actividad antibacteriana in vitro frente a S. aureus ATCC 25923, y E. coli ATCC
25922 por el método de difusion en agar.
2.2. Variables y su operacionalizacién
Variable independiente:
Fracciones del extracto etandlico, es una mezcla homogénea de sustancias
extraidas de un 6rgano vegetal con solvente etanol y luego particionada con otros
solventes de diferente polaridad.

Variable dependiente:

Actividad antibacteriana, es la propiedad de una sustancia o mezcla de varias de

inhibir el desarrollo de bacterias
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Operacionalizacidon de variables

. Definicion . . Escala de i Valores de las Medio de
Variables . Tipo Indicadores L Categorias i L
operacional medicién categorias verificacién
Variable
independiente ) Fraccién “A” ) .
) Producto obtenido del y Baja 26ug/mL v Hoja de reporte
Fracciones del Fraccion “B” i o
o extracto de la corteza o y Razon Media 30 ug/mL de tamizaje
extracto etandlico ) Cualitativa Fraccion “C” ] o
) de T. panurensis . Alta 34 ug/mL fitoquimico
de T. panurensis Fraccién “D”
(clavo huasca)
(clavo huasca).
Grado de
sensibilidad - Sensible =15 nm )
) ) ) v"Hoja de reporte
(diametro de Ordinal - Intermedio 13 -14 nm
] de resultados
. zona de - Resistente <12 nm
Variable Es la accion de un L
. ] inhibicion)
dependiente determinado
. o -Inactivo
Actividad compuesto, de Cuantitativa )
. ) o ) -Poco activo <40%
antibacteriana destruir, inactivar, o o )
o o % de Inhibicion ] -Moderado 40-50% v"Hoja de reporte
inhibir el crecimiento Razon )
) bacteriana activo 51-75% de resultados
bacteriano,
-Buena >76%
actividad

15




CAPITULO Illl: METODOLOGIA

3.1.Tipo y diseno

El método que se empleo es experimental-descriptivo. Experimental, porque tiene
caracter analitico y longitudinal y de nivel investigativo “explicativo” en donde se
manipulan las variables. Descriptivo, debido que el analisis estadistico tiene

caracter univariado, donde se describe una poblacion a partir de la muestra.

Se aplicé un diseno factorial completamente aleatorizado con dos variables o
factores, de los cuales F1 tiene cuatro niveles y F2 tiene un nivel. Cada uno de los
tratamientos tendra tres repeticiones. Los extractos seran de la corteza de la planta,
y las fracciones seran obtenidas por el método de fraccionamiento Liquido/Liquido

continuo.

F1 = Fracciones del extracto etanodlico

Primer nivel = Fraccion “A”
Segundo nivel = Fraccion “B”
Tercer nivel = Fraccion “C”
Cuarto nivel = Fraccion “D”

F2 = Actividad antibacteriana

A = Difusion en agar

Por lo tanto, se tuvo el siguiente disefo: 4 x 1= 4 tratamientos x 3 repeticiones = 12
experimentos para evaluar la actividad antibacteriana de las fracciones del extracto
etandlico de la corteza de T. panurensis (clavo huasca) por el método de difusiéon

en agar.

3.2. Diseno muestral

La poblacion para esta investigacion fue la planta T. panurensis (clavo huasca), la
cual fue recolectada del Centro Experimental de Plantas Medicinales (Jardin

Botanico Arboterum) de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la UNAP ubicado
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en la Carretera de Zungarococha (3°50'14.6"S 73°22'09.9 Ciudad Universitaria), del
distrito de San Juan Bautista, provincia de Maynas, del departamento de Loreto.

Como muestra se us6 3 kg de la corteza de T. panurensis (clavo huasca)

Se utilizaron plantas adultas de T. panurensis (clavo huasca), que estén

identificados taxondmicamente por un profesional botanico.
Las bacterias (S. aureus ATCC 25923, y E. coli ATCC 25922), fueron donadas por
el Instituto Nacional de Salud; asimismo se las caracterizd bioquimicamente, y

morfolégicamente; solo se utilizaron bacterias que se encontraron en fase de

crecimiento logaritmico.

Se excluyeron las bacterias que pasen la fase logaritmica de crecimiento.
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3.3. Procedimiento de recoleccion de datos

Muestra vegetal

Corteza de Tynanthus panurensis

Secar hasta que la
corteza haya
perdido gran parte
de humedad, este
proceso puede
durar hasta una

Concentrar usando
el rotavapor a 60°C
por 60 rpm por
aproximadamente 3
horas

v

Identificacion
taxondmica

.

Secado de la corteza

\

Molienda y pesado

v

Extraccion por
maceracion

v

Recuperacion de
solvente o
concentracion

Fraccionamiento del
extracto etanolico

Macerar con
alcohol 96°
durante 7 dias.

P

Fraccion “A”

Fraccion “B”

Fraccion “C”

Fraccion “D”

Figura 2. Flujograma del proceso de evaluacién de la actividad antibacteriana de

L—

Actividad antibacteriana
(Método de difusién en
agar)

las fracciones de la corteza de Tynanthus panurensis
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Lavar con agua
destilada, y
disolver en

Diclorometano ——

(CHCL>), filtrar
y secar con

(Na1S04)

EXTRACTO ETANOLICO DE LA CORTEZA DE Tynanthus
panurensis (FRACCION “A”)

|

FLOCULACION DEL
EXTRACTO

Mezclar el extracto
seco con 175 ml de
HCL 1%, v filtrar

4/\>

SOLUCION
INSOLUBLE

FRACCION “B”

SOLUCION ACIDA

O\

Neutralizar con
NHa, extraer
con CHCL:

Agregar 25 gr
de Na1SO4 (0.1

Secar con
(Na1SO04)
y filtrar

FRACCION C

Secar con Na1SO4
N\
FRACCION “D”

FASE CLOROFORMICA FASE ACUOSA ar. Por_rpl de

solucién),

extraer con
CHCL2: et OH

(3:2)

FASE FASE ACUOSA

CLOROFORMICA REMANENTE

ETANOLICA

Figura 3. Flujograma del proceso de obtencién de las fracciones del extracto etandlico corteza de Tynanthus panurensis
FUENTE: Manual de fitoquimica (28).
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3.3.1. Obtencion del extracto etanolico

La materia prima se uso6 para producir el extracto etandlico. Primero se procedio a
cortar y extraer la corteza, posteriormente se dejé secar a temperatura ambiente

por 7 dias aproximadamente.

Se peso la muestra ya seca con el fin de conseguir datos precisos de rendimiento.

Se macerd la muestra pesada agregando etanol al 96 % hasta enrazar en un

recipiente de vidrio. Se dejé macerar por 5 a 7 dias (22).

El solvente (etanol) fue recuperado utilizando un rotavapor, a una temperatura de
60°C, a -750 mbar de presion a 65 rpm, de esta forma se logro la eliminacion del

disolvente residual (muestra) secado a temperatura ambiente y exenta de luz.

Finalmente, al obtener el extracto etandlico seco, se colocd en envases de vidrio

con tapa hermética.

3.3.2. Obtencion de las fracciones del extracto etandlico

Fraccién A: extracto etandlico en polvo.

Fraccion B: del extracto etandlico total, se procedié a tomar 50 g de muestra seca
al cual se le agregan 175 ml de HCL al 1% y luego se filtra obteniéndose una fase
insoluble y una solucién acida. A partir de la fase insoluble se lavé con agua
destilada y se disuelve en cloroformo, luego se filtra y seca con sulfato de sodio

(NaSO4) dando como resultado la Fraccién B (insoluble), fraccion acida (28).

Fraccion C: de la solucion acida se neutralizo con Hidroxido de Amonio y se extrae
con cloroférmica (4 lavadas de 100 ml cada una), dando como resultado la fraccion
C cloroférmica, la que luego fue secada y filtrada con de sulfato de sodio

obteniéndose una fase cloroférmica y una fase acuosa, fraccion neutra (28).
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Fraccién D: a la fase acuosa se agrego 25 g de sulfato de sodio (0,1 gr. por ml de
solucidn), y luego se extrajo con cloroformo: etanol (3:2) y 7 lavadas de 100 ml c/u,
dando como resultado a la fraccién D cloroférmico etandlico y una fase acuosa

remanente, fraccion basica (28).

3.3.3. Determinacion de la actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se determiné utilizando la metodologia por difusion, la
referida habitualmente como el método de "Kirby-Bauer'. Las tablas de
interpretacion fueron tomadas de las normas M2 — A7 del National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (27).

Esta parte estuvo distribuida de la siguiente manera:

A. Dilucién del extracto y preparacién de discos

Para la dilucion del extracto etandlico de la corteza del Tynanthus panurensis (clavo
huasca), se peso6 0.65 gramos de cada fracciéon del extracto, y se diluyo con 0.5ml
de una mezcla de etanol/agua, para luego homogenizar con ayuda de un vortex
completamente la dilucion, obteniendo concentraciones de 1300 mg/ml de cada
fraccién. Después de diluir el extracto se, impregno 20ul del extracto en discos de
papel whatman N°5 estériles, este trabajo se realiz6 con la ayuda de una

micropipeta graduada (27).

B. Preparacion de los controles

Los controles utilizados en el desarrollo de la investigacion, fueron discos
impregnados con antibiéticos gentamicina (10ul/ml), ciprofloxacino (5ug/ml) y
meropenen (5ug/ml) como controles positivos; como control negativo se utilizé
discos de papel whatam N°5 impregnados con una mezcla de etanol:agua a

concentracion 1:1 (27).
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C. Activacion de cultivos en agar

Con ayuda de una asa bacteriolégica se procedié a activar las cepas en
congelacion de S. aureus ATCC 25923, y E. coli ATCC 25922, tomando una asada
de ellas, la cual inoculamos en tubos con caldo Tripticasa de Soya, para su posterior
incubacion a temperatura entre 36 °C durante 24 horas, pasado el tiempo de

incubacion, las colonias fueron aisladas en agar Muller Hinton (27).

D. Preparacién del inéculo

Las placas de agar Muller Hinton que contiene colonias aisladas de las cepas
bacterianas nos sirvié para realizar el inoculo bacteriano; para el cual se utilizé de
4 a 5 colonias, tomadas con un asa de Kolle, y fueron transferidas a tubos que
contienen 6-7 ml de cloruro de sodio al 0.9%, el inoculo se comparé visualmente,
hasta llegar a la turbidez del estandar 0,5 de la escala de McFarland, diciendo de
esa manera que la suspension contiene aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL de S.
aureus ATCC 25923, y E. coli ATCC 25922 (27).

E. Inoculacion de las placas

Una vez realizado el inoculo bacteriano, con una micropipeta graduada se procedié
a inocular 100 pul del inoculo en placas que contenga agar Muller Hinton, y con
ayuda de una espatula de Drigalsky se esparcio por toda la placa, dejando reposar

aproximadamente 5 minutos para eliminar el exceso de humedad (27).

F. Aplicacion de los discos

Los disco previamente impregnados con el extracto de las fracciones fueron
aplicados en la superficie del agar Muller Hinton que contiene el inoculo bacteriano,
este procedimiento se realizé utilizando como ayuda una pinza estéril, los discos
fueron distribuidos uniformemente, teniendo en cuenta la distancia de 25mm uno
del otro. Se tuvo en cuenta que los discos una vez tocan la superficie del medio de
cultivo no deben ser removidos (27).
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G. Incubacién

Posteriormente Una vez aplicada los discos se dejdé reposar por 15 minutos
aproximadamente, para luego invertirlas e incubarlas a 35°C durante 18 — 24 horas
(27).

H. Lectura e interpretacion de resultados.

Terminado el tiempo de incubacidn, se realizé la medida de los halos de inhibicidon
utilizando una regla vernier, con ayuda de un contador de colonias con buena fuente
de luz, con fondo negro, para tomar una mejor lectura. Por otra parte, la lectura
interpretativa del antibiograma, segun el “Manual de procedimientos para la Prueba
de Sensibilidad Antimicrobiana por el método de disco difusion” , si el halo de
inhibicion es < 12 mm se considera resistente, de 13 a 14 mm intermedio, y > 15

mm sensible (27).

3.4. Procesamiento y analisis de datos

Los datos obtenidos fueron procesados en el software Microsoft Excel 2013,
realizando una estadistica descriptiva, mediante la presentacion de datos como

frecuencia, mediana, desviacion estandar, grafica de barras, etc.

3.5. Aspectos éticos

El ejercicio de la investigacion cientifica demanda conductas éticas en el
investigador, el uso de productos quimicos es fiscalizado por el Ministerio de la
Produccion y la SUNAT, estos seran utilizados en el experimento y en las
cantidades requeridas como acetona, sulfato de sodio anhidro, acido clorhidrico,
acido sulfurico, éter dietilico, metanol, etanol absoluto, etc. Con respecto al area de
microbiologia donde se usan cepas patdgenas, constituye un medio ambiente de
trabajo especial que puede presentar riesgos de enfermedades infecciosas para las
personas que trabajan en el laboratorio o cerca de él. Por ello se contara con
estrictas medidas de bioseguridad.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

Rendimiento del extracto de T. panurensis (clavo huasca)

Cantidad Cantidad

obtenida obtenidade Porcentaje

Cantidad Cantidad de

de muestra

Fracciones de fracciones de

muestra seca para

. extracto  del extracto rendimiento
vegetal maceracion
etandlico etandlico

Fraccion "A" 2000g 1000g 135g - 13,50%
Fraccion "B" - - 50g 11g 24,00%
Fraccion "C" - - 50g 89 16,00%
Fraccién "D" - - 50g 6g 12,00%

% DE RENDIMIENTO DE LAS FRACCIONES

24%

25
20 16%
13 5% A 12%
15
10 I II

FRACCION"A" FRACCION"B" FRACCION"C" FRACCION"D"

[¢)]

Figura 4. Grafico del porcentaje de rendimiento de las fracciones del extracto

etandlico de la corteza de Tynanthus panurensis

Observamos que se utiliz6 2000 gramos de muestra vegetal para obtener el
extracto etandlico; asimismo, de 1000 gramos de muestra seca macerada en
alcohol 96%, se obtuvo 135 gramos de extracto etandlico, obteniéndose un
rendimiento del 13,50%. Para las fracciones “B, C Y D” se partiéo de 50 gramos de

extracto etandlico, obteniendo 24, 16, y 12% de rendimiento respectivamente.

24



Determinacién de la actividad antibacteriana de las fracciones extracto etandlico de la corteza de T. panurensis (clavo

huasca)

Tabla 1. Actividad antibacteriana del extracto etandlico de la corteza de Tynanthus panurensis (clavo huasca) frente a E coliy S.
aureus

FRACCION "A" FRACCION "B" FRACCION "C" FRACCION "D"
1300 mg/ml 1300 mg/ml 1300 mg/ml 1300 mg/ml
BACTERIA
Mm Resultado mm Resultado mm Resultado mm Resultado
E. coli 00 Resistente 0+0 Resistente 00 Resistente 00 Resistente
S.aureus 15+0,2 Sensible 180 Sensible 00 Resistente 00 Resistente

* Esquema de los Diametros de la Zona de Inhibicion:
Resistente: <12 mm
Intermedio: 13 a 14 mm

Sensible: > 15 mm

Fuente: Instituto Nacional de Salud, Ministerio de Salud del Pert. 2002. “Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana por el

método de Disco Difusion” (27).
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La tabla 1, nos muestra que las fracciones del extracto etandlico de la corteza de
Tynanthus panurensis (clavo huasca) a concentraciones de 1300 mg/ml, frente a E.
coli, no presento ningun halo de inhibicion, diciendo de este modo que la bacteria

estudiada es resistente a las fracciones del extracto.

Con respecto a S. aureus, se encontraron halos de inhibicion de 15+ 0,2y 18 £ 0,0
mm, a concentraciones de 1300mg/ml, en la fraccion “A” y la fracciéon “B”
respectivamente, diciendo que S. aureus es sensible a las fracciones “A, y B” del

extracto etandlico de la corteza de Tynanthus panurensis (clavo huasca)
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Tabla 2. Actividad antibacteriana de los controles positivos meropenem 10 pg, ciprofloxacino 5 yg, y gentamicina 10 ug frente a

E.coliy S. aureus

BACTERIA

E. coli

S. aureus

MEROPENEM 10 pg CIPROFLOXACINO 5 yg GENTAMICINA 10 pg
Mm Resultado mm Resultado mm Resultado

22+0,0 Sensible 26 £ 0,0 Sensible 24 £ 0,0 Sensible
26 +£0,5 Sensible 35+0,0 Sensible 24 £ 0,2 Sensible

* Esquema de los Diametros de la Zona de Inhibicion:
Resistente: <12 mm
Intermedio: 13 a 14 mm
Sensible: > 15 mm

Fuente: Instituto Nacional de Salud, Ministerio de Salud del Peru. 2002. “Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad

Antimicrobiana Por el método de disco difusion” (27).

En las figuras siguientes observamos la actividad antibacteriana de las fracciones del extracto etandlico de la corteza de Tynanthus

panurensis (clavo huasca) y de los controles positivos meropenem 10 pg, ciprofloxacino 5 ug, y gentamicina 10 ug, frente a las

cepas bacterianas S. aureus, y E. coli.
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Figura 5. Grafico de la actividad antibacteriana y categorizacion de las fracciones del extracto etandlico de hojas de Tynanthus

panurensis (clavo huasca) frente a S. aureus segun diametro de la zona de inhibicion.
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Figura 6. Grafico de la actividad antibacteriana y categorizacion de las fracciones del extracto etandlico de hojas de Tynanthus

panurensis (clavo huasca) frente a E. coli segun diametro de la zona de inhibicion.
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CAPITULO V: DISCUSION

La evaluaciéon nos muestra que las fracciones del extracto etandlico de la corteza
de Tynanthus panurensis (clavo huasca) a concentracion de 1300 mg/ml, frente a
E. coli, no presento algun halo de inhibicion y son resistentes a las fracciones del
extracto en estudio; con respecto a S. aureus tuvo diametros de inhibicion de 15y
18 mm para las fracciones “A y B”, tiene actividad antibacteriana sensible, las
fracciones “C y D”, no presentaron halos, siendo la bacteria en mencion resistente;
También se utilizd como controles positivos, los antibiéticos meropenen 10ug/ml,

ciprofloxacino 5 pg, y gentamicina 10 ug.

La sensibilidad mostrada por la fraccién insoluble acida a S. aureus, a
concentraciones de 1300 mg/ml, es elevada, pero, no se encontraron reportes de
actividad antibacteriana o a otros microorganismos de la especie T. panurensis. Sin
embargo, Cardenas y Lépez (2019) (5) reportaron una evaluacién de la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de la corteza de Tynanthus panurensis frente
a S. aureus, E. coliy Pseudomonas aeruginosa por el método de Kirby- Bauer y
macrodilucion a concentraciones de 1300 mg/ml, 1500 mg/ml, y 1700 mg/ml, para
S. aureus se presencié halos de inhibicibn de 7 mm, 9 mm y 11 mm
respectivamente, mientras que para E. coli y Pseudomonas aeruginosa, no se
aprecio ningun halo de inhibicién, por el método de macrodilucion, para S. aureus
se encontré una Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en la concentracion de 32
mg/ml, mientras que para E. coli y Pseudomonas aeruginosa, no se encontrd una
(CMI).

Asimismo tenemos el trabajo realizo por Casian (2010) (9) reportd que realizé una
evaluacion antibacteriana de los extractos brutos de la especie Tynanthus
micranthus (especie de la misma familia), demostré actividad sobre algunas
bacterias S. aureus, P. aureginosa y E. coli en 1000 ug/ml de concentracion.
Miranda Cruz et al. (2012)(7) evaluaron la actividad antimicrobiana de extractos
etandlico y hexanico de hoja y corteza de chichimecate (Tynanthus guatemalensis
L.), por el método de difusion en agar, donde obtuvieron resultados que indican que
el extracto hexanico presento actividad antimicrobiana frente a S. aureus, y

Salmonella thyphimurium. Por otro lado Dayana Lacerda et al. (2010)(29),
30



describieron la composicién quimica y la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales obtenidos por hidrodestilacion a partir de las hojas de Pimenta
pseudocaryophyllus y Tynanthus micranthus. El analisis demostré que el eugenol
era el unico componente en el aceite esencial de T. micranthus (99.9%) y el
componente principal en el aceite esencial de P. pseudocaryophyllus (92.59%), que
también presento metileugenol, terpinen-4-ol, o-cymene y (E) -caryophyllene, entre
otros. Ambos aceites presentaron actividad antimicrobiana contra bacterias,

levaduras y hongos filamentosos probados.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

Se obtuvieron las fracciones del extracto etandlico de la corteza de la planta
Tynanthus panurensis utilizando la metodologia de fraccionamiento Liquido/Liquido

continuo.

Las fracciones del extracto etandlico de la corteza de Tynanthus panurensis (clavo
huasca) del Centro Experimental de Zungarococha de la Facultad de Ciencias
Agrondmicas a concentraciones de 1300 mg/ml, no presentaron ninguna actividad
bioldgica frente a E. coli. Con respecto a S. aureus, se encontraron halos de
inhibicién de 15 + 0.2 y 18 £ 0.0 mm, a concentraciones de 1300mg/ml, en la
fraccion “A” y la fraccidn “B” respectivamente, diciendo que S. aureus es sensible a
las fracciones “A, y B” del extracto etandlico de la corteza de Tynanthus panurencias

(clavo huasca).
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Para las futuras investigaciones realizar estudios de las otras partes de la planta de

Tynanthus panurensis (hojas, flores y raices).

Realizar la actividad antibacteriana in-vivo de Tynanthus panurensis (clavo huasca).
Incentivar la investigacion de especies vegetales en busca alternativas a la
medicina cientifica y dar un valor agregado a las plantas medicinales que se usan
en la Amazonia.

Encontrar nuevos protocolos para la determinacién de la actividad biolégica que se

adecuen a las condiciones de la materia prima y enfermedades endémicas que

tenemos en nuestro pais.
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Anexo 1. Tallo y corteza de Tynanthus panurensis
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Anexo 3. Preparacion de suspension bacteriana con Mcfarland

Anexo 4. Inoculacion de los discos con el extracto en la placa de Agar Muller
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Anexo 6. Constancia de descripcion botanica

Centro de Investigacion de
Recursos Naturales
Herbarium Amazonense — AMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA n.° 029-2021-AMAZ-UNAP

El Coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del CIRNA, de la Universidad Nacional de la

Amazonia Peruana

HACE CONSTAR:

Que, las muestra botanica presentada por la bachiller DEBHORA MALU ROMERO VALLES de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica pertenece a la tesis de pre grado titulado “ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA in
vitro DE LAS FRACCIONES DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LA CORTEZA DE Tymanthus panurensis
{CLAVO HUASCA) FRENTE A CEPAS BACTERIANAS” han sido DETERMINADA en este Herbarium
Amazonense (AMAZ), del Centro de Investigacién de Recursos Naturales (CIRNA), de la Universidad

Nacional de la Amazonfa Peruana (UNAP), como a continuacién se indica:

N° FAMILIA ESPECIE AUTOR
4 | BIGNONIACEAE | Tynanthus panurensis {Bureau) Sandwith

Determinador: Ing. Juan Celidonio Ruiz Macedo

Alos cuatro dias del mes de octubre de dos mil veintiuno, se expide la presente constancia a lainteresada

para los fines que se estime conveniente.

Atentamente,

Righard J\Huaragca mpwmﬁ j

Sredinador\erbaritm Amazonense N JRuwmsr™

-

Direccion Pevas/Nanay — Iquitos Perd
Apdo. 496
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