UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LAVEGA

NUEVOS TIEMPOS, NUEVAS IDEAS

<
-]
2
a
£
]
g
5

= £
i _
v

VORA VY BO

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

“EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE LAS RAICES DE Zingiber officinale roscoe (kion)
y Curcuma longa L. (Palillo) FRENTE A CEPAS DE

Staphylococcus aureus.”

Tesis para optar al Titulo Profesional de Quimico
Farmacéutico y Bioguimico
TESISTAS:

EMA EDITH PUENTE CONTRERAS
SHIRLEY JEANETTE TORRES CASANOVA

ASESOR:
MG. Q.F. LUIS ALEJANDRO ROA CHUNGA

LIMA — PERU
2018



TITULO:

“EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE LAS RAICES DE Zingiber officinale roscoe (kion)
y Curcuma longa L. (Palillo) FRENTE A CEPAS DE

Staphylococcus aureus.”



DEDICATORIA

A Dios por darnos siempre fortaleza y perseverancia.

Dedico este trabajo a mis adorados padres Mirtha y
Walter por el apoyo y el amor incondicional que siempre
me brindaron en todo el tiempo de mi carrera
universitaria y por toda la confianza que depositaron en
mi, también se lo dedico a mis hermanos Jenny, Mirtha
y Michael quienes siempre me alentaron a seguir

adelante con sus consejos incansables .

Jeanette Torres C.

A mis padres Ema e Isaac quienes me apoyaron
durante todo la etapa de mi formacion profesional, de
manera especial a mi madre quien ahora es mi angel
gracias por tus sabios consejos y tu inmenso amor fuiste
y seras siempre mi mayor tesoro. A mis hermanos José
y Mydory quienes estuvieron al pendiente de mi
aconsejdndome y alentdindome a seguir adelante,

gracias por el amor que siempre me demuestran.

Ema Puente C.



AGRADECIMIENTO

A Dios porgue pude culminar mi carrera a pesar de tantos
obstaculos que se presentaron durante mi etapa

académica.

Al Dr. Jorge leén y a la microbidloga Melissa quienes nos
ayudaron y apoyaron en todo el proceso de la parte
experimental del trabajo, gracias por el esfuerzo y
dedicacion que también le pusieron para poder obtener

todos nuestros resultados.

Al Dr. Roa quien en todo momento nos apoy6 durante el

proceso de desarrollo de nuestro proyecto.



INDICE GENERAL

Dedicatoria
Agradecimiento
indice de Tablas
indice de Figuras
indice de Anexos
Resumen
Abstract

INTrOAUCCION ..t

CAPITULO I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ......c.cooviiiiiieieeeeeeeeeee e,

1.1. Descripcion de la realidad problematica .........cccooooviiiiiiiiiiiie e,

1.2. Identificacién y formulacién del problema .............ccccciiiiiiii i

1.2.1. Problema general ....................
1.2.2 Problemas especificos ............
1.3. Objetivos de la investigacion ..............
1.3.1. Objetivo general ......................
1.3.2. Objetivos especificos ..............
1.4. Justificacion de la investigacion ..........
1.5. Limitaciones de la investigacion ..........

CAPITULO Il. MARCO TEORICO ...............
2.1. Antecedentes de la Investigacion .......
2.1.1. Antecedentes nacionales ..........
2.1.2. Antecedentes internacionales ...

2.2. BasesTeolricas......ooovvveeeeiiiiannnn.

2.2.1 PALILLO (Curcuma longa L.).....
2.2.1.1 Clasificacion taxondmica
2212 Historia........cccociuiiill

2.2.1.3 Descripcioén botanica......

2.2.1.4 Distribucién y Habitat....
2.2.1.5 Composicion Quimica...

2.2.1.6 Composicion Nutricional.

2.2.1.7 Propiedades FarmacolO0giCas. ...........cccoviiiiiiiiiiiiiiiiieieaeen

2.2.2 KION (Zingiber officinale roscoe)

10
10
10
10
11
11
11
12
12



2.2.2.1 Clasificacion taXxonOmiCa. ........c.vue e, 13

2.2.2.2 HIStOMA. ... 13

2.2.2.3 Descripcion botanica..........ccoiiiiiii 14

2.2.2.4 Distribucion y Habitat.............coii 14

2.2.2.5 ComposSIiCiON QUIMICA. .....ueeieieee e 15

2.2.2.6 Composicion Nutricional.............c.cooiiiiiiiiie e 16

2.2.2.7 Propiedades Farmacoldgicas.............cccoviiiiiiiiiiiiiieceeeeeen 16

2.2.3 StaphylOCOCCUS QUIUS..........eeee et 17
2.2.3.1 DefiNiCION. ... 17

2.2.3.2 Caracteristicas Morfol0gicas..........ccooviiiiiiiiiiiiiic e, 17

2.2.3.3 Epidemiologia........ccooeiiiiiiii i 17

2.2.3.4 Factores de Virulencia..........c.ooiiiiiiiii e 18

2.2.3.5 Patogenia. . ....oviiiii i 18

2.2.3.6 DIagnosStiCO.....cuiieii i 19

2.2.3.7 Medios de Aislamiento.............ccooiiiiiiiiii i, 19

2.2.3.8 1dentificaCion...........ooeiii 19

2.2.3.9 Resistencia Antimicrobiana.................ccoci 19

2.2.4 Método de MacrodiluCiON............ccviiiiiii i 20

2.2.5 Metabolitos SecUuNdarios. ..........cccovviiiiiii e 21
2.2.5.1 ISOPIENOIAES. .. .cueneee et 21

2.2.5.2 AlCalOIdES. ... e 22

2.2.5.3 Derivados FENOlICOS. .....ouviieiiiiiie e 22

2.2.6 EXIraCCION. ... 23
2.2.6.1 Tipos de EXIracCion........ccoviiiii i e 23

2.2.7 EXITACIOS. . .o 24

2.3. Formulacion de HIpOtesiS. .....c.oiviiiiiiii e 25
2.3.1. HIPOLESIS GENETAI ...ouvviiii it 25
2.3.2. HIipOtesis SPECITICAS ......ccciiiiiiiiiiii i 26

2.4. Operacionalizacion de Variables e Indicadores ............ccccccvvveviiiiiiiiiiieeieeeeeee 26
2.5. Definicion de TErmin0oS BASICOS..........cccvviiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee e 27
CAPITULO Il METODOLOGIA ... oottt 29
3.1. Tipo y Nivel de INVESHGACION ........uueeiiieeiiiiiiiiieeee e e e 29

3.2. Disefio de 1a INVESHGACION ..........uiiiiiiiie e e e e e e anes 29



3.3. Poblacion y Muestra de la INvestigacion ..............eeeeiiiaiiiiiiiiiiieieee e 30

3.3.1. PODBIACION oo 30
Bi3.2. MUEBSIIA <.t e et e et a et e e e eaans 30
3.4. Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos...........cccvvveevieeeeiiiiiiiineeeenn. 30
3.5. Técnicas de Procesamiento y Andlisis de DatoS............oooeuuviiieiieeeniiiiiiiiieeeeenn 30
3.6 Procedimiento EXpPerimental ... 30
3.6.1 Identificacion de las muestras en estudio ...........cccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 30
3.6.2 Recoleccion de la muestra vegetal ..........ccceeiiiiiiiiiiiiiii e 30
3.6.3 Obtencion del Extracto Etanolico ..........cccccoviiiiiiiiiiii 31
3.6.4 Andlisis fitoquimico de los metabolitos secundarios .............cccccceeeeeennn.. 33
3.6.5 Procedimiento Experimental de la actividad antibacteriana ...................... 35
3.6.6 Preparacion de las CONCENraCIONES .........uceviieeeiiiiiiiiiieie e ee e 36
3.6.7 Preparacion de CONIIOIES ........uuiiiiieeiiiieecee e e 37
3.6.8 Parte EXPEriMENtal ........ccoiiiiiiiiiii i 37
CAPITULO IV. PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS .................. 38
4.1. Presentacion de ReSUltadOS ............oovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 38
4.2. Contrastacion de 1a NIPOLESIS ......ccuuviiiiiiieiiiiiie s 39
4.3. Discusion de ReSUIATOS ..........ccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee et 45
CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ......ccceoveveieieeieereeeeene, 47
5.1, CONCIUSIONES ... 47
5.2, RECOMENUACIONES .....cceiiiiiiieieeee e 48
Referencias BiblIOGrafiCas ...........cooiiiiiiiiiii e 49

N 1= <o 1= 55



Tabla N° 1
Tabla N° 2

Tabla N° 3
Tabla N° 4

Tabla N° 5

Tabla N° 6

Tabla N° 7

Tabla N° 8

INDICE DE TABLA

Composicion nutricional del Zingiber officinale roscoe (kion)............
Categoria de interpretacion de las pruebas de sensibilidad de los
antimicrobianos. ... ...
Operacionalizacion de las variables. ...,
Tamizaje Fitoquimico del Extracto Etandlico de la raiz de Zingiber
officinale roscoe (Kion)....... ..o
Tamizaje Fitoquimico del Extracto Etandlico de la raiz de circuma
longa L. (Palillo)......c.ouiri i,
Resultados obtenidos en los ensayos del extracto etandlico de las
raices de Zingiber officinale roscoe (kion) y Clrcuma longa L. (Palillo)
segun el método de macrodilucion.............c.coooiiiiiii
Resultados obtenidos en el ensayo de concentracion inhibitoria
minima del extracto etandlico de Zingiber officinale roscoe (kion).........
Resultados obtenidos en el ensayo de concentracion inhibitoria minima

del extracto etandlico de Curcuma longa L. (Palillo)..........................

16

20
26

38

39

41



Figura N° 1

Figura N° 2

Figura N° 3

Figura N° 4

Figura N° 5

Figura N° 6
Figura N° 7

Figura N° 8

Figura N° 9
Figura N° 10
Figura N° 11

Figura N° 12

Figura N° 13
Figura N° 14
Figura N° 15
Figura N° 16

Figura N° 17

Figura N° 18

INDICE DE FIGURAS

Flujograma para la obtencién del extracto etandlico........................

Obtencidn de CONCENIraCIONES. ... e,

Concentracién minima inhibitoria para los extractos segun
el método de macrodilucion...............ccoooiiiiiiiii

Concentracién minima inhibitoria para el extracto etandlico de

Zingiber officinale roscoe (Kion)..........coooviiiiiii e,
Concentracién minima inhibitoria para el extracto etandlico de
Carcumalonga L. (Palillo)........ccoeiniiii e
Seleccién y corte del Zingiber officinale roscoe (Kion)........................
Seleccion y corte de Carcuma longa L. (Palillo)..............cccoeeeniin.

Maceracion y Filtracion del extracto etandlico del Zingiber officinale
roscoe (Kion) y Curcuma longa L. (Palillo)...............c.ccoooviiiiiiiiiiinen.

Proceso de extraccion etanOliCo. ........ovvviiiii
Secado del extracto etanOliCO .......o.ueeee e,

Obtencidon de metabolitos secundarios........co.vveeiieii i,

Descongelamos la cepa Staphylococcus aureus a temperatura
M N . L

Reactivacion de la cepa en caldo nutritivo..............ccooviiiiciiinenn,
Sembrio de bacteria e incubacion a 37°C por 24 horas.....................
Preparacion del indculo bacteriano..............coooviiiiiiiiiiiii

Preparacion de placas de Mueller Hinton...............cooooviiiiiiiienene.
Preparacion de las concentraciones. ..........c.oveviiiiiiiieiieiiieieieens

Procedimiento experimental de las muestras frente a las cepas de

StaphylOCOCCUS QUIBUS. ... ottt et e aen

41

43

44

60

61

62

63

63

64

65



Anexo N°1

Anexo N°2

Anexo N°3

Anexo N°4

Anexo N°5

INDICE DE ANEXOS

Matriz de CONSISTENCIA ....evviiiiiiiiiiiiii et 55
Certificado de muestra botanica carcuma longa L. (palillo) ................ 57
Certificado de muestra botanica Zingiber officinale roscoe. (Kion)........ 58

Ficha de recolecciéon de datos para la obtencion de metabolitos

LS o = 0 59
Ficha de recoleccidon de datos para determinar la concentracién minima
inhibitoria del extracto etanolico de las raices de Zingiber officinale

roscoe (Kion) y carcuma longa L. (palillo)...............cooooiiiiiiinn, 60



RESUMEN

El objetivo del trabajo fue determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto
etanodlico de las raices de Zingiber officinale roscoe (Kion) y Curcuma longa L. (Palillo)
frente a cepas de Staphylococcus aureus, mediante el método de macrodilucion (MIC). La
muestra fue recolectada en la ciudad de Chanchamayo, provincia de Chanchamayo,
departamento de Junin. Se identificé taxondmicamente en el museo de historia natural de
la Universidad mayor de San Marcos, segun el sistema de Clasificacion de Cronquist
(1988). Durante la marcha fitoquimica se obtuvo los siguientes metabolitos secundarios:
quinonas, alcaloides, lactonas, de la raiz de Zingiber officinale roscoe (Kion) y triterpenos
y compuestos fendlicos de la raiz de Cdrcuma longa L. (Palillo).

El estudio de la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de las raices de
Zingiber officinale roscoe (Kion) y Curcuma longa L. (Palillo) frente a cepas de
Staphylococcus aureus, se realizé en el Laboratorio de Ecologia Microbiana de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas - Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Se utiliz6 cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923. Los resultados de la
concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico del Zingiber officinale roscoe (Kion)
y Curcuma longa L. (Palillo) fue de 2.34mg/ml y 1.17mg/ml respectivamente por tanto

ambos extractos tienen actividad antibacteriana.

Palabras Clave: Zingiber officinale roscoe, Kion, Carcuma longa L. Palillo, Staphylococcus

aureus, extracto etanolico, macrodilucion.



ABSTRACT

The purpose of work was to determine the in vitro antimicrobial activity of the etandlico stick
extract Curcuma longa L. (Palillo) and Zingiber officinale roscoe (Kion) against
Staphylococcus aureus strains, using the Macrodilution Method (MIC). The sample was
collected in the city of Chanchamayo of the Department of Junin. And it was identified
taxonomicly in the San Marcos herbarium of the Natural History Museum of the Universidad
Mayor de San Marcos, according to the Cronquist Classification System (1988). During the
March phytochemical was obtained following secondary metabolites: root of Zingiber
officinale roscoe (Kion) Quinones, alkaloids, lactones and root of Curcuma longa L. (stick)
triterpenes and phenolic compounds.

The study of in vitro antimicrobial activity of the ethanolic stick extract Curcuma longa L.
(Palillo) and Zingiber officinale roscoe (Kion) against strains of Staphylococcus aureus "was
carried out in the laboratory of Microbial Ecology of the Faculty of Biological Sciences-
University National Mayor de San Marcos.

For the development of the methods, strains of Staphylococcus aureus ATCC 25923 were
used. The results of the minimum inhibitory concentration of the stick Ethanolic extract
Curcuma longa L. (Palillo) and Zingiber officinale roscoe (Kion) was 2.34mg/ml and

1.17mg/ml respectively, therefore both extracts have antibacterial activity.

Key words: Zingiber officinale roscoe, ginger, Curcuma longa L. stick, Staphylococcus

aureus, macrodilution, ethanolic extract.



INTRODUCCION

Las plantas medicinales son recursos naturales que han sido utilizadas desde la
antigiiedad, ° estos recursos naturales eran usados para curar, tranquilizar, perfumar,
sazonar y cocinar y fue asi que estas civilizaciones antiguas nos dejaron conocimientos
que han pasado de generacion en generacion.©

Desde hace muchos afios los farmacos naturales como las plantas medicinales, fueron el
principal y a veces el Unico recurso que tenian los médicos. Esto hizo que el conocimiento
sobre las pantas se profundizara para poder conocer sus propiedades medicinales
llevando a la investigacion y estudio de sus metabolitos.*®

La relacién que existe entre salud y alimentacion es evidente en nuestra generacion® por
ello es importante incidir y fomentar el consumo de alimentos naturales que tienen multiples
propiedades como una alternativa para mejorar la nutricion y la salud de la poblacion, en
la actualidad los antibi6ticos son la principal fuente para tratar las infecciones microbianas
y con ello se crey6 que se podia erradicar las enfermedades infecciosas, pero hoy en dia
por el uso indiscriminado de los antibiéticos ha producido una resistencia frente a las cepas
multidrogo resistente, llegando a ser un problema que va incrementando y se va haciendo
cada vez mas complejo que afecta a toda la poblacién en el Perti y alrededor del mundo.°
Por esta resistencia microbiana es también que surge el impulso a la bausqueda de nuevas
alternativas terapéuticas, prestando atencion de esta manera a los recursos naturales
(plantas) para el desarrollo de nuevos farmacos y gracias a la disciplina de la Fitoterapia
darnos cuenta que podemos conseguir resultados con menos efectos secundarios,
biodisponibilidad y toxicidad reducida.*

El Staphylococcus aureus, es una de las cepas mas virulenta de las diversas especies de
estafilococos, y en la actualidad son la principal causa de morbilidad y mortalidad, sin
mencionar la gran variedad de antibidticos anti estafilococicos con los que contamos hoy
en dia para combatirlo.?El Staphylococcus aureus origina infecciones de origen comun
gue varian desde infecciones menores de la piel o partes blandas, hasta infecciones
generalizadas que pueden terminar con la vida.*®

Una de las plantas investigadas en el presente trabajo es el jengibre (Zingiber officinale
roscoe) de la familia Zingiberaceae crece como rizoma horizontal, es originario de las zonas
tropicales del sureste asiatico, naturalizada en Jamaica, Africa, en las Indias occidentales,
México y en la Florida.? Su cultivo es muy antiguo, utilizado como medicina desde la
antigliedad, grabado a principios de los textos en sanscrito, chino y antigua griega, romana,

arabe vy la literatura médica especialmente en China.**En Europa fue conocido desde la



antigtiedad por griegos y romanos, ?las culturas Hindues y China utilizaban el jengibre con
fines curativos, su principal virtud era brindar alivio digestivo. Era considerado como el
yang- (calor), o comida picante, la cual equilibra la comida fria —ying- para crear armonia.?
Necesita de un clima tropical hiumedo que tenga precipitaciones de 2000mm una vez al
afio, con una temperatura mayor a 30°C, que tenga una humedad de 80% a 95%
aproximadamente, y una altitud de 0 a 1600m.s.n.m. Su produccion es mejor cuando
crecen bajo sombra. El suelo, en el que se produce mejor tiene que ser de facil drenaje y
muy rico en materia organica, debe contar con un pH de 5,0 — 7,0. Es por eso que el Peru
con su gran rigueza natural cuenta con una serie de microclimas, con caracteristicas
similares aptas para el desarrollo de esta especie, la cual se produce ampliamente en el

Departamento de Junin.?

Los rizomas de jengibre se han utilizado para el tratamiento de una variedad de
enfermedades como la artritis reumatoide, hipercolesterolemia, enfermedades
neuroldgicas, asma. Su uso comuin es en casos de colicos y flatulencias, antiulcerosa,
antiespasmadica, protector hepatico, antitusiva, expectorante y estrefiimiento, calambres,
en casos febriles como diurético, por que causa fuerte transpiracion.'®2? La funcién
antioxidante que tiene el jengibre desempefia un papel importante en la proteccion frente
al dafo oxidativo, y por ello tiene efectos terapéuticos en diversas patologias, como son la
cardiopatia isquémica o el cancer.? Dentro de los antioxidantes se encuentra el grupo de
los polifenoles y en los ultimos afios se ha demostrado que una dieta rica en polifenoles
puede mejorar la salud.'°En el Per, existe poco aprovechamiento del jengibre por la falta
de informacion y conocimiento respecto a su utilizacion.

La curcumina (diferuloilmetano) es la que le da el color amarillo caracteristico de los
rizomas de esta planta, y es el principio activo responsable de su actividad bioldgica. Su
estructura fue determinada en 1910,” también curcuminoides (derivados fendlicos),
péptidos, proteinas y residuos de metionina con propiedades antioxidantes, presenta
propiedad antiinflamatoria asociada a la presencia de curcumina, y polisacaridos
(arabinogalactanos), que determinan sus principales indicaciones.®

La clrcuma es valorada por la Medicina Ayurvédica como una planta energética, amarga,
astringente, picante, que tiene una actividad de antibiético natural, capaz de actuar en los

tejidos del cuerpo con efectos notables en los sistemas digestivo, circulatorio y respiratorio.®



CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1 Descripcién de larealidad problematica

Las infecciones bacterianas son un tema de importancia en la salud publicay a nivel
mundial, asi como la presencia de patégenos relacionados con enfermedades muy
comunes, como la enfermedad diarreica aguda, infecciones respiratorias agudas e

infecciones intrahospitalarias, llegando a ser un problema prioritario.*®

El género Staphylococcus que fue identificado en 1882 por primera vez, fue asociada
con mayor numero de cuadros clinicos el Staphylococcus aureus, en su mayoria
infecciones leves, como la forunculosis, el impétigo y la foliculitis; pero también en
cuadros, como la neumonia, la osteomielitis, las bacteriemias y la endocarditis,
poniendo en riesgo la vida de los pacientes sobre todo nifios y ancianos ya que el
principal reservorio se encuentra en la colonizacién de la mucosa nasal de las personas
y animales de la comunidad. En 1990, se reportan infecciones ocasionadas por
Staphylococcus aureus meticilino-resistente (SAMR) y en personas que no habian
tenido contacto con centros de salud, esto marco el surgimiento de una nueva cepa de
Staphylococcus aureus, denominada Staphylococcus aureus meticilino-resistente
(SAMR-AC).3*®

En un inicio, involucraban infecciones relativamente leves, localizadas en piel y tejidos
blandos (como abscesos, foliculitis, celulitis e impétigo); sin embargo, también casos
de infecciones graves de partes blandas (fasceitis necrotizante), asociados a

bacteriemia y neumonia, que han sido responsables del aumento en la mortalidad.®®.

Durante la década del 90 se reportaron numerosos brotes de SAMR sin relaciéon con
centros de salud, los primeros fueron observados en poblaciones mayores del Pacifico
sur, luego simultaneamente en Europa y Sur América. El primer reporte suramericano
lo realizé Galiana en 2003, en Uruguay, posteriormente, Ribeiro y en Brasil (2005), y
en Argentina (2007).3

Se reportaron casos en EE. UU., Australia, Suiza, Francia, Reino Unido, Nueva
Zelanda, Finlandia, Canada y Samoa.>® En Sudamérica se ha descrito en Uruguay,
Argentina, Chile, Ecuador, Colombia y Venezuela.”? Es por este motivo que las
infecciones por Staphylococcus aureus actualmente son consideradas una enfermedad
importante, que no solo involucra a paises desarrollados, sino también a paises

subdesarrollados.



A nivel mundial se estima que dos billones de personas presentan esta bacteria, al ser
la mucosa nasal el lugar més frecuente de colonizacion. Estos hechos han conllevado
a una serie de investigaciones sobre la prevalencia de portadores, la relacion del riesgo
de infeccién con el estado portador y a plantear la posibilidad de eliminar este estado
como medida de prevencién para infecciones.** Debido a esto no solo se debe acudir
a tratamientos con medicamentos sino también a la prevencion con opciones naturales

con las que contamos en la naturaleza.®®

En Peru se han reportado los primeros casos de infecciones de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina de origen comunitario, ** por lo que estas cepas podrian estar
circulando en la comunidad a través de la colonizacion nasal. En vista de los reportes
sobre infecciones graves de SAMR-AC en paises vecinos, se vuelve urgente vigilar los

reservorios de esta bacteria.

Existen muchos productos naturales de los cuales podemos obtener sustancias de alto
valor terapéutico, por ende en este proyecto de investigacion emplearemos nuestros
conocimientos para identificar el efecto antibacteriano de Zingiber officinale roscoe
(Kion) y Cdrcuma longa L. (Palillo) para los cuales recolectamos las raices y el estudio
se llevo a cabo en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos en el laboratorio de
Ecologia Microbiana de la facultad de Ciencias Bioldgicas.

1.2 IDENTIFICACION Y FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1 PROBLEMA GENERAL
¢,Cudl es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las raices de
Zingiber officinale roscoe (kion) y Carcuma longa L. (palillo) frente a cepas de

Staphylococcus aureus?

1.2.2 PROBLEMAS ESPECIFICOS
1. ¢Cudles son los tipos de metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico

de las raices de Zingiber officinale roscoe (kion) y Clrcuma longa L. (palillo)?

2. ¢Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las raices de
Zingiber officinale roscoe (kion) y Curcuma longa L. (palillo) frente a cepas de

Staphylococcus aureus mediante el método de macrodilucién?



3. ¢Cual es la concentracion minima inhibitoria (CMI) in vitro del extracto etandlico de
las raices de Zingiber officinale roscoe (kion) y Curcuma longa L. (palillo) frente a
cepas de Staphylococcus aureus?

1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las raices de
Zingiber officinale roscoe (kion) y Curcuma longa L. (palillo) frente a cepas de
Staphylococcus aureus.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar los tipos de metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico

de las raices de Zingiber officinale roscoe (kion) y Cdrcuma longa L. (palillo).

2. Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico de las raices de
Zingiber officinale roscoe (kion) y Carcuma longa L. (palillo) frente a cepas de

Staphylococcus aureus mediante el método de macrodilucion.

3. Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) in vitro del extracto etandlico
de las raices de Zingiber officinale roscoe (kion) y Curcuma longa L. (palillo) frente

a cepas de Staphylococcus aureus.

1.4 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Hace algunos afios se ha visto mas interés y se ha impulsado el uso de terapias
alternativas con productos naturales, los cuales requieren de conocimientos y
estudios para comprobar su efectividad y ver el grado de toxicidad para poder ser
utilizados.*’

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo dar a conocer y difundir la
importancia teérica de las propiedades del Zingiber officinale roscoe (Kion) y Carcuma
longa L.(Palillo) ya que ambas aportaran el conocimiento cientifico sobre la existencia
de plantas medicinales con propiedades antibacterianas, las cuales podrian ser
alternativas de prevencion y tratamiento en infecciones frecuentes, Infecciones
nosocomiales que son uno de los problemas mas importantes en salud publica y que

tiene gran trascendencia econdémica y social, por lo que es necesario conocer la
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epidemiologia y el impacto que estas infecciones tienen en el paciente critico.
Ademas de ser un gran desafio para las instituciones de salud y el personal médico
responsable de su atencion en las unidades donde se llegara presentar, son de
importancia clinica y epidemiolégica debido a que condicionan altas tasas de
morbilidad.*"-18

Gracias a las bondades de la medicina tradicional se pueden elaborar farmacos
naturales que contengan compuestos quimicos propios de la planta, con propiedades
farmacoldgicas que nos ayuden a combatir la actividad antibacteriana sobre bacterias
mas comunes que son el Staphylococcus aureus permitiendo que los pacientes de
bajos recursos econdmicos y aquellos que presenten alergias a determinados
compuestos quimicos puedan acceder a estos productos naturales como alternativas

de tratamiento. 16

LIMITACIONES DE LA INVESTIGACION

Durante el proceso de nuestra investigacion se tuvo ciertas limitaciones como la
obtencion de la cepa en estudio y la correcta manipulacién para lo cual antes de su
uso se tuvo una previa capacitacion, también se tubo ciertas limitaciones en la
obtencion de reactivos para realizar el reconocimiento de metabolitos secundarios

en la marcha fitoquimica.



2.1

CAPITULO II

MARCO TEORICO

ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.1.1 ANTECEDENTES NACIONALES

Enriquez F, et al (2007), este trabajo de investigacion tuvo como objetivo establecer
los pardmetros de calidad e identificacion de los fitoconstituyentes del rizoma de
Zingiber officinale roscoe cultivado en nuestro pais. Dicho estudio farmacogndéstico
elaborado se basé en la identificacion, clasificacion taxonémica, pérdida de humedad
mediante secado, y parametros de calidad de la droga como son la macromorfologia,
determinacion de sustancias solubles en agua y en etanol 70°, determinacién de
cenizas totales, determinacion de cenizas solubles en agua y de cenizas insolubles
en acido clorhidrico. Se determin6 indices menores a los maximos establecidos,
mostrando la calidad y pureza de nuestra droga. La especie fue identificada en el
Herbarium Truxillensis de la Universidad Nacional de Trujillo, siendo nuestra especie
la misma de la cual se conocen sus efectos terapéuticos publicados a nivel mundial.
El estudio quimico cualitativo se realiz6 mediante tamizaje fitoquimico segln técnicas
de la Universidad de la Habana (Dra. Miranda Martinez M.) Quien realiza el método
de extraccién discontinua: maceracion con agitacion constante y solvente de
polaridad creciente; éter dietilico, etanol 70°GL y agua. Las reacciones de coloracion
y precipitacion que se obtuvieron en el tamizaje fitoquimico nos sefialaron la
presencia de alcaloides, lactonas, aceites, glicésidos cardiotonicos, triterpenos,
quinonas, resinas, taninos, flavonoides, azucares reductores, antocianidinas,
mucilagos y aminoacidos; en el estudio tampoco no se evidencié saponinas,

esteroides, cumarinas y catequinas.*?

Palomino K. (2014), en el siguiente trabajo de investigaciéon la finalidad es:
demostrar en Staphylococcus aureus la sinergia del extracto etandlico de Solanum
sessil florum en Vancomicina. Metodologia: EI método de difusion de discos kirby
Bauer se utiliz6 para esta determinacién. Conclusiones: luego de determinar el
tamafio de halo en los medios de cultivo con las cepas correspondientes, se pudo
sefalar el efecto, los halos de inhibicion midieron 26 mm, el cual es el mayor
promedio de diametro de inhibiciobn (duraffourd) Resultados: la capas fueron

sumamente sensible a la concentracion del extracto etandlico.®®

Apares R. (2016), la finalidad de esta investigacion fue determinar el efecto sinérgico

antimicrobiano de la asociacion del aceite esencial de Origanum vulgare con
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Amikacina, comparado con Amikacina sobre cepas de Escherichia coli. Metodologia:
Se desarroll6 el estudio experimental cuantitativo donde se utiliz6 placas Petri
conteniendo cepas de Escherichia coli, aceite esencial de orégano y Amikacina. Se
empled el método de Kirby Bauer (discos de difusion) en 25 placas Petri. El grupo
experimental fue tratado con aceite esencial de orégano y Amikacina. En el grupo
control se utiliz6 Amikacina, luego se estudi6 la medicién de los halos y se anotaron
los datos en la ficha de recoleccion de datos. Resultados: Se encontrd los halos de
inhibicién para Origanum Vulgare de 30.8 mm y para Amikacina 30.0 mm, contra
Escherichia coli. En conclusién se determiné que el aceite esencial de Origanum
vulgare con Amikacina tiene una diferencia entre ambos halos de inhibicion de 0.8
mm registrandose un valor levemente superior a favor de la combinacién del aceite

de Origanum vulgare y Amikacina, el cual no es significativo.3

Aguirre A, et al, (2017), en el siguiente trabajo de investigacion, obtuvieron el aceite
esencial desde la raiz de Curcuma longa L. (curcuma) empleando la técnica de
destilacion por arrastre de vapor de agua con el objetivo de poder estudiar su
actividad antimicrobiana in vitro en Candida albicans, Staphylococcus aureus y
Escherichia coli. El aceite de carcuma tiene un elevado contenido en curcumina, y
este su principal metabolito, tiene amplios efectos terapéuticos, entre ellas potentes

propiedades antitumorales, antioxidantes y antiinflamatorias.®?

2.1.2 ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Mesa M. (2000), el presente estudio menciona que la clircuma es una planta de
origen asiatico utilizada cominmente como una especia en la cultura asiatica. Donde
su principal componente es la curcumina, uno de los metabolitos activos que es
responsable de su actividad biolégica. Se tiene conocimiento que esta sustancia es
estable en el estbmago y en el intestino delgado; su elevada lipofilia le permite una

rapida absorcién gastrointestinal por difusion pasiva.*°

GuevaraT. (2011), en el presente trabajo de investigacion el objetivo fue comprobar
la eficacia in vivo de un gel para el acné a base de Calaguala (Campylone urumam
phostenon). Metodologia. “Para lo cual se efectud la extraccién de los metabolitos
secundarios de la planta seca mediante percolacion y la cuantificacién del marcador
guimico se realiz6 mediante métodos espectrofotométricos alcanzandose resultados
positivos”. Resultados: El tratamiento de ocho semanas mediante controles

semanales de contaje de granos y por simple visualizacién demostraron eficacia en
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comparacion con el control OXY. Conclusiones: Existe una fabulosa mejoria en las

personas con acné lo que confirma su eficacia terapéutica.

Oneyda C. (2012), las plantas medicinales, por sus mudltiples propiedades
terapéuticas (antioxidante, antiinflamatoria, anticancerigeno y antiinfecciosa, entre
otras) han demostrado ser intensamente eficaces en todas las civilizaciones. Con el
avance de las investigaciones actuales en esta materia, existen en Cuba grandes
posibilidades de obtener nuevos fitofArmacos con bajo potencial de reacciones
adversas. A tales efectos se realizd una revisidn bibliogréfica con vistas a presentar
los avances en la caracterizacion farmacotoxicolégica de la planta Carcuma longa L.
para completar asi la informacién disponible en las bases de datos nacionales al

respecto.*

Winkelmann R, et al, (2015), la finalidad del presente estudio es Demostrar que
varios extractos de polipodium leucotomos (PLE) empleados topicamente o tomados
oralmente poseen varios efectos beneficiosos antioxidantes, fotoprotectores,
antimutagénicos e inmunorreguladores”. Metodologia: Se incluyeron 19 estudios
humanos y 6 estudios orales, se administré a dosis diarias que oscilaban entre 120
mg y 1080 mg. Resultados: El extracto de Polypodium Leucotomos es bien tolerado
en todas las dosis administradas y asociados con un riesgo insignificante de efectos
secundarios por lo cual se llegé a la siguiente conclusion: PLE demostré eficacia

clinica como antioxidantes.®”

Haro A. (2015), dicho estudio tiene como Obijetivo: Demostrar la eficacia
antibacteriana entre el extracto alcohdlico de Tara 100% e hipoclorito de sodio 5,25%
sobre el E. faecalis .metodologia: “Empapar discos con 50uL de cada solucion y
colocandolos en medios de cultivo Mueller Hilton previamente preparados con
colonias jévenes de E. faecalis ATCC 29212, incubando las muestras a 37°C de 24
a 72 horas”. Resultados “Obtenidos en halos inhibitorios demostraron que ambas
soluciones fueron capaces de producir inhibicion del crecimiento bacteriano; siendo
durante las primeras 24 h el NaOCI 5,25% mas efectivo en comparacién con el
extracto de Tara 100%.” Conclusiones: El extracto de Tara 100% tiene un efecto
antimicrobiano mayor y prolongado en contraste con el NaOCI 5,25%, el cual mostré

un efecto antibacteriano menor.3¢



2.2 BASES TEORICAS

2.2.1 PALILLO (Cdrcumalongal.)

2.2.1.1 Clasificacién taxondmica

Division : Magnoliophyta
Clase : Liliopsida
Subclase : Zingiberidae
Orden : Zingiberales
Familia : Zingiberaceae
Género : Carcuma
Especie : Clrcuma longa L

2.2.1.2 Historia
En la antigledad los arabes y persas utilizaban la clircuma con por su color,
creyendo que era un tipo de azafran y lo llamaron kourkoum, palabra que dieron
luego los espafioles como curcuma, La cldrcuma se la conoce como sal de
Oriente.®> Una de las primeras referencias que se tiene de la circuma es como
remedio para la ictericia y como tratamiento para la lepra®. La circuma se asoci6
con la fertilidad de la tierra y la fertilidad de la gente que la habita, se le dio un
papel importante en las tradiciones hindues ya que se le atribuyeron cualidades
magicas. 8
En la antiglledad la cdrcuma también fue importante en los ritos mortales, en la
época medieval en la India, el cuerpo de las mujeres casadas a la que se les
practicaba sati (propia incineracién en la pira funeraria de su marido)® se vestia
con una tinica coloreada de amarillo con circuma.®
La aplicacion de circuma sobre el cuerpo de una persona fallecida se realizaba
para purificar y limpiar el cuerpo.®
En 1870 descubrieron que la raiz de la circuma se volvia de color marrén rojizo
cuando era expuesta a productos quimicos alcalinos, y empez6 a ser utilizada.
Fue en 1920 en Alemania donde se descubrié los primeros potenciales de la
curcuma al aislar en el aceite esencial unos sesquirterpenos a los que se les
atribuyd cierta actividad terapéutica.*. Los curcuminoides se aislaron inicialmente
en 1815. La estructura quimica de la curcumina (C21H2006) fue descrita y

sintetizada en 1910 por el quimico polaco Victor Lampe.®
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2.2.1.3 Descripcién Botanica

La curcuma es un rizoma perenne con raices oblongas palmeadas (5), son
tubérculos arrugados por el exterior y son de color marrén y naranja intenso en su
interior, ®* mide 2 metros de alto aproximadamente. Sus hojas son delgadas y
alternas de forma lanceolada y tiene peciolos largos, de 55— 75 cm aprox.y son
de color verde, ® cuando esta florece, Las flores pueden ser de distintos colores
segun las diversidades, amarillo, purpura, amarillo claro, etc.’

Su inflorescencia es color rosa, siendo mas intenso en la parte superior terminal.
La planta se reproduce por esquejes a partir del rizoma, No existen formacion de
semillas.®

Los 6rganos subterraneos estan conformados por los rizomas y por raices
adventicias cilindricas,® los rizomas son carnosos y con muchas ramificaciones
horizontales, que dan la apariencia de “dedos” de color mostaza.® En la parte
inferior se encuentras el sistema radicular adventicio que cumple la funcién de
nutriciéon de la planta.® Es por el rizoma que la circuma es una planta totalmente
interesante para la gastronomia, asa como a nivel medicinal, alimentario y

cosmeético.®

2.2.1.4 Distribucion y habitat

La Cdrcuma se encuentra ampliamente distribuida en la India y en gran parte
de Asia,® crece de 1 — 1,200 msnm, 7 es una planta tropical, que crece en zonas
calidas y himedas,® se cultiva en forma comercial en India, Bengala, China,
Ceilan, Indonesia, Taiwan, Nigeria, Pakistan, Vietnam, Peru ,Haiti, Jamaica y
Costa Rica. También en Alta Verapaz, Izabal, El Quiché, Retalhuleu y
Suchitepéquez.’ Se cultiva muy bien en zonas de selva alta y selva baja, necesita
temperatura de 20°C, la cUrcuma crece mejor en campos abiertos donde hay
mucha iluminacién y suelo fértil para crecer y tierras con un pH ligeramente

acido.®
2.2.1.5 Composicién:

La curcuma es una planta baja en calorias, y en grasas, fundamentalmente
compuesta por carbohidratos, tiene una alta proporcion de minerales como potasio,
fosforo y magnesio, siendo una buena fuente de vitaminas C y E. Sus propiedades
medicinales se atribuyen a la bioactividad de sus componentes que son producidos

en las rutas del metabolismo secundario: compuestos fendélicos y aceites volatiles.®
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Los constituyentes quimicos primarios de la cdrcuma son curcumina, aceites
esenciales, alcaloides y proteinas. El principal constituyente activo es la curcumina,
que constituye del 2 al 5 % de la especia.®

Los compuestos fendlicos que presenta son del grupo de los curcuminoides,
derivados diarilmetalicos que son responsables del color amarillo anaranjado de la
clrcuma.® Los curcuminoides presentes son el 2-9% de la planta,® siendo los méas
usados comercialmente el diferuloilmetano (curcumina 1), demetoxicurcumina
(curcumina II), bisdemetoxicurcumina (curcumina lll) en un 3%, y la recientemente
descubierta ciclocurcumina. El curcuminoide mas importante es la curcumina, que
se obtuvo por primera vez por sintesis en el laboratorio de S. Kostanecki en Berna
en 1913.°

El rizoma de cUrcuma contiene; aceite esencial, almidon (entre un 30 y 40%), resina,
goma, aceite graso, oxalato de calcio. La curcumina es inestable a pH basico, y
ocurre una degradacién muy lenta a pH entre 1y 6.5 aprox. El aceite esencial es
de color amarillo-anaranjado, se haya en el parénquima cortical y en su composicion

estan el felandreno, sabineno, cineo, turmerol. °
2.2.1.6 Composicién Nutricional

Palillo (Curcuma longa L.): 100g que equivalen a una racion por persona. Agua
12.85mg, energia 312mg, proteinas 9.68mg, lipidos 3.25mg, carbohidratos
67.14mg, minerales como: Calcio, Ca 168mg, Hierro, Fe 55mg, Magnesio, Mg
208mg, Foésforo 299mg, Potasio, K 2080mg, Sodio, Na 27mg, Zinc, Zn 1.50mg,
vitaminas como: Vit C (ac. ascérbico) 0.7mg, Tiamina 0.058mg, Riboflavina
0.150mg, Niacina 1.350mg, Vit B6 0.107mg, VitD (D2 + D3)4.43mg, vit. K 13.4mg,
lipidos como: Ac. grasos saturados, total 1.38g, Ac. Grasos monoinsaturados, total

0.449g, Ac. Grasos poliinsaturados, total 0.756g, Ac.grasos trans total 0.0569.°
2.2.1.7 Propiedades farmacolégicas:

El rizoma de la circuma ha sido usada en medicina tradicional (China, Hinda y
Ayurvédica) utilizada para aliviar problemas digestivos, también la usaron como un
antiinflamatorio y como cicatrizante Los responsables de la bioactividad de la
curcuma son los curcuminoides, especialmente la curcumina y compuestos
fendlicos, ° la curcumina tiene efectos medicinales estudiados cientificamente, para
la inflamacion en artritis reumatoide, para prevenir la arteriosclerosis, efectos
hepatoprotector, desordenes gastrointestinales, para psoriasis 0 eczemas, Yy

capacidad antioxidante.®
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También se ha utilizado para afecciones gastrointestinales como purificador de
la sangre, estimulando la funcién renal, la pasta de rizoma de circuma ha sido

usada para curacion de heridas, cortes, y prurito.’

Actualmente la carcuma es muy utilizada por la poblacién por su actividad
antiinflamatoria (en el tratamiento de afecciones reumaticas, por la curcumina
gue es uno de sus principales componentes), también es muy usada como
antioxidante, por la oleorresina y su aceite esencial. En Asia es muy empleada
como digestivo después de comidas altas en grasa y también como tratamiento
en Ulceras gastroduodenales; utilizada en aplicacién topica en ulceras de la piel
como la escabiosis, y como antimicGtico. También se utiliza para tratar el
Alzheimer, asma bronquial, hepatitis, hipertension arterial, ayuda a reducir

edemas y hematoma.?*

Hoy en dia la Cdrcuma tiene también otros usos en la industria alimentaria como
colorante para comidas por su componente la curcumina, asi también en la

fabricacién de cosméticos, pinturas, ceras en trabajo de artesania.?*

2.2.2 Kion (Zingiber officinale roscoe)

2.2.2.1 Clasificacién Taxonémica

Division : Magnoliophyta
Sub clase: Zingiberidae
Orden : Zingiberales
Familia : Zingiberaceae
Género : Zingiber

Especie : Zingiber officinale Roscoe

2.2.2.2 Historia

El Jengibre es una planta originaria de las zonas tropicales del sureste de Asia,
India y China.’® en la actualidad es una especie cultivada en casi todos los
paises Tropicales.!?

Las variedades mas costosas del mundo crecen en Australia, Indonesia y
Jamaica, pero las que mas se venden son las que se cultivan en China.® “El
nombre original sringaveraes un vocablo sanscrito (que significa en forma de

cuerno) que paso al persa como dzungebiry a su vez al griego como dziggibris,
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en latin se convirti6 en Zingiber pero en espafiol como jengibre.'* En 1979
Grieve dice que el Jengibre se naturalizo en América Central y el Caribe a
inicios de siglo XVI cuando fueron traidos de la Indias Orientales por los

espafioles y se comenz6 a cultivar.

2.2.2.3 Descripcién Botéanica:

El Jengibre es una planta herbacea tiene su origen en las zonas tropicales del
sureste asiatico.!* Su rizoma es perenne, nudoso y tuberoso, con una corteza
de color amarillento y rugosidades transversas, de sabor picante y
profundamente aromatico.°

El Jengibre puede llegar a crecer hasta un metro de altura, esto si se cultiva en
zonas con mucha sombra, ! se cosecha a partir de los 9 0 10 meses.*°

Las hojas brotan del rizoma y tienen un aroma muy agradable; sus hojas son
alternas, lanceoladas, estrechas, lineales y agudas miden de 6-10 cm de
longitud y 2 cm de ancho. ° Las inflorescencias nacen del tallo floral, y son
inflorescencias terminales. Sus flores son irregulares, se agrupan en espigas

sus flores son pequefias y de color amarillento. 13

2.2.2.4 Distribucion y habitat

El jengibre crece en todas las regiones tropicales del mundo, su nombre
proviene del antiquisimo idioma indoeuropeo, que derivd de los idiomas
europeos y en los indicos?y es una de las plantas medicinales de mayor

consumo en el mundo.3

El factor climatico es un requisito fundamental para obtener un rizoma de
calidad como lo exigen los mercados de exportacion,*? la temperatura ideal
para su cultivo es entre 25 y 30°C, con precipitaciones anuales que alcancen
un minimo de 2000 y hasta los 4000 msnm, en temporadas de sequia esta
planta no resiste.!! Las variedades de mayor calidad y altos precios por lo
general proceden de Australia, India y Jamaica, y las mas comercializadas se
cultivan en China y Peru.*?

Se sabe que en el Ecuador existen mas de 100 hectareas destinadas a este
cultivo y que el &rea destinada para su siembra aumenta debido a su
demanda.'! En el Perl tenemos como ventaja nuestro clima que nos permite

el cultivo del Jengibre durante todos los meses del afio.*
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2.2.2.5. Composicion Quimica

El jengibre estd compuesto por carbohidratos (50-70 %), lipidos (6-8 %),!
contiene también un (4-7,5%) de oleorresina, de esta destacan el aceite
esencial y las sustancias picantes, el aceite esencial (1,5-3% de la droga) su
composicion es variable segln la procedencia.!!

Los componentes mas importantes farmacolégicamente son los terpenos?!
como los sesquiterpenos, como a-zingibereno, Ar-curcumeno, 3-bisaboleno, 3-
bisabolona, (EE)- a-farneseno y R-sesquifelandreno, y monoterpenos, como
alcanfor, B-felendreno, geranial, neral y linalol.# “En 1975 se puso de manifiesto
que el R-sesquifelandreno y el ar-curcumeno son los responsables del aroma
a jengibre, mientras que el a-terpineol y el citral causan el aroma a limén”,
segun un estudio organoléptico.*?

Las sustancias picantes son los gingeroles y los sogaoles. Se trata de
fenilalcanonas o fenilalcanonoles con cadenas de diferentes longitudes, y no
volatiles, las mas importantes son el [6]-gingerol y el [6]-sogaol.

Dentro de sus componentes, el rizoma también contiene diarilheptanoide.
difenilheptenonas, difenilheptanonoles, difenilheptanodioles y sus acetatos.!!
El almidén también forma parte de su composicién (aproximadamente un
50%), diterpenos, acido 6-gingesulfénico y monoacildigalactosil gliceroles.!
En un estudio realizado en Japén in vitrio muestra que el jengibre tiene
actividad antimicrobiana e incrementa la excrecion de colesterol, y produce un
decrecimiento en niveles de glucosa en la sangre, teniendo también
propiedades antioxidantes.*

“Algunos de los componentes de la oleorresina de jengibre han mostrado un
potente efecto inhibidor de la sintesis de prostaglandinas in vitro, ademas inhibe
la agregacion plaquetaria. Los gingeroles son antioxidantes y, al inhibir la
lipooxigenasa y la ciclooxigenasa, son potencialmente antiinflamatorios.
Ensayos recientes han demostrado los efectos antitumorales y
antiproliferativos de dos compuestos picantes que se encuentran en el jengibre:
el 6-gingerol y el 6-paradol. Su actividad antiemética en las nauseas originadas

en el tratamiento quimioterapico ha sido comprobada en perros y ratas.
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2.2.2.6 Composicion nutricional del kion (Zingiber officinale roscoe)

Tabla N° 1: Composicién nutricional

Contenido de 100 g de parte | Valores (basado en una dieta

Componentes comestible de 2000 calorias)

Carbohidratos 99 300 g
Cenizas 1g

Fibra 0.90g 259
Grasa total 1.60 g 66 g
Acido ascérbico 2 mg 60 mg
Fosforo 66 mg 125 mg
Hierro 1.8 mg 18 mg

Riboflavina 0.06 mg 1.7 mg

Tiamina 0.02 mg

Fuente:

“National Nutrient Databasefor Standard Reference”®

2.2.2.7. Propiedades farmacoldgicas

Se ha comprobado en investigaciones médicas que la raiz de jengibre es
efectiva como antiemético causado por los mareos en medios de transporte,
las que provoca el embarazo.*.El jengibre es Util para gastritis leves no solo
puede aliviar los sintomas de inflamacion, también protege la creaciéon de
Ulceras digestivas y estimulacién de la digestion, apoyo prebidtico de la flora

intestinal, propiedades antidiarreicas y proteccion del higado.*

Los investigadores japoneses han demostrado que el extracto de jengibre
tiene efectos anti-tumores en la piel, colocandola directamente. También se ha
encontrado que el jengibre es efectivo contra el crecimiento de Escherichia coli,
Protus Vulgaris, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus vy

streptococcus viridans.*

16



El rizoma seco se utiliza en el tratamiento de dolores abdominales, lumbago y
diarrea. El rizoma fresco se usa contra vémito, tos, distension abdominal y

pirexia.!
2.2.3 Staphylococcus aureus

2.2.3.1 Definicion

Es un microorganismo con gran relevancia en el ambito clinico, debido a la
frecuencia con que se presentan infecciones, a causa de esta bacteria, en el
ser humano. Pertenece al género Staphylococcus de la familia
Staphylococcaceae.?®

2.2.3.2 Caracteristicas Morfolégicas

Las especies de este género son cocos Gram positivos, cuyo didmetro suele
encontrarse entre 0,5 y 1,5um, no son mdviles, pueden ser aerobios o
anaerobios facultativos. En el género Staphylococcus se encuentran mas de
30 especies, poseen la capacidad de liberar el oxigeno y el agua que componen
el peréxido de hidrégeno, gracias a su enzima catalasa y Staphylococcus

aureus es una de las mas infecciosas en comparacion al resto de especies.?

Staphylococcus aureus posee en su pared celular una capa de peptidoglicano,
cuyo objetivo es proteger la pared bacteriana y mantener los mecanismos de
osmosis celular. Otro componente presente en la pared celular en un 40% son
los &cidos teicoicos. Algunas cepas poseen también una capsula que le

confiere propiedades fagociticas.?’
2.2.3.3 Epidemiologia

Se dice que “entre 20 y 50% de la poblacion mundial es portadora de S. aureus
en fosas nasales y 30% de forma permanente en piel y tracto gastrointestinal”.®
Es esta capacidad para formar parte de la microflora humana, lo que hace a
esta bacteria tan infecciosa, siendo mas frecuente la aparicion de infecciones
en el ambito hospitalario en pacientes sometidos a diversos tratamientos como

son hemodidlisis, tratamientos para lesiones cutaneas, adictos a drogas, etc.3!

Es importante resaltar que, en la actualidad, las infecciones debido a esta
bacteria han surgido en mayor nimero debido a la resistencia que ofrece a

antibiéticos como la meticilina, haciendo mas dificil su erradicacién- De hecho,
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el Staphylococcus aureus resistente a meticilina es considerado uno de los

patégenos mas importantes en el ambito intrahospitalario a nivel mundial?.
2.2.3.4 Factores de virulencia

Staphylococcus aureus posee una gran capacidad para infectar a los seres
humanos y ello se debe a la gran variedad de proteinas (enzimas y citotoxinas)
que produce y que le facilitan la degradacion de los tejidos del paciente para
nutrirse a base de ellos. Estos factores se encuentran clasificados en 3
categorias®!:

a) Aquellos involucrados en la adherencia a las células huésped.
b) Los involucrados en evitar a las defensas del huésped.

c) Los involucrados en la invasion a las células y penetracion en los tejidos del
huésped.®

2.2.3.5 Patogenia

El desarrollo de la enfermedad ocurre por la combinacién de los factores de
virulencia y la disminucion o depresién del sistema inmunoldgico del

huésped.3'Esta bacteria puede ocasionar infecciones de dos maneras:

a) Al invadir y destruir tejidos locales, asi como al diseminarse a través del
torrente sanguineo, este mecanismo puede producirse tanto por cepas
residentes en el huésped como no residentes. Se produce entonces la
colonizacién de las células y posteriormente, al ingresar a las capas mas
profundas de la piel y mucosas, se producen los abscesos que ocasionaran

la respuesta inflamatoria en el huésped.3!

b) A través de los efectos que producen las toxinas que segrega en el medio
ambiente, las cuales ejercen su accibn a distancia. Por ejemplo:

Intoxicaciones alimentarias y Sindrome de piel escaldada.®!

2.2.3.6. Diagndstico

El diagndstico de la infeccion por S. aureus se fundamenta en la evaluacion
clinica y andlisis microbiologico, para lo cual se realiza el aislamiento e
identificacion de la cepa. Se toman muestras de sangre, aspiradas de
abscesos, tejidos, etc.303!
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2.2.3.7. Medios de aislamiento

Luego de la incubacion entre 18 a 24 horas, las cepas de S. aureus pueden
visualizarse en medios de cultivo con una forma lisa, brillante, de color
amarillo o dorado, al ser colocadas en agar sangre producen la hemdlisis total
alrededor de las colonias.®

2.2.3.8. Identificaciéon

La prueba mas utilizada es la de la coagulasa, también se identifica mediante
tincibn Gram, prueba de la catalasa, fermentacion de glucosa, es posible
también emplear técnicas moleculares de reaccibn en cadena de la
polimerasa (PCR) y PCR en tiempo real, las cuales no solo permiten detectar
al agente etioldgico causante de la infeccién, sino también la resistencia a los

antimicrobianos propios de cada cepa.?®3!
2.2.3.9. Resistencia antimicrobiana

Staphylococcus aureus fue el primer microorganismo en poner de manifiesto
la resistencia a los antimicrobianos y ser capaz de desarrollar multiples
mecanismos, intrinsecos o adquiridos, que le han ido confiriendo resistencia

a la mayoria de los antimicrobianos”?8,
Resistencia a Penicilina:

Se produjo a fines de los afios 50 y comienzos de los 60, en la actualidad el
90% de las cepas de esta especie son resistentes a penicilina. El mecanismo
de accidn de esta resistencia esta mediado por la accién de las enzimas beta-
lactamasas que hidrolizan al anillo beta-lactamico del antibiotico provocando

su inactivacion.?®
Resistencia a Meticilina:

Este medicamento surgié como alternativa de tratamiento para aquellas
infecciones penicilino-resistentes. Staphylococccus aureus se volvio
resistente a meticilina casi de inmediato y este medicamento dej6 de ser
utilizado en la practica clinica debido a su alta toxicidad renal; sin embargo,
continla utilizandose como punto de referencia para descartar otros
antibidticos, puesto que las cepas resistentes a meticilina son también
resistentes a dicloxacilina, cefalosporinas de 1ra y 2da generacion,

carbapenémicos, etc.?®
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Resistencia a Vancomicina:

Este antibiético, del grupo de los glucopéptidos ha sido durante cuarenta afios
el antibidtico de eleccién frente a cepas resistentes a meticilina; sin embargo,
este uso prolongado dio como resultado la aparicion de cepas resistentes a
vancomicina. Su mecanismo de resistencia se relaciona con la sintesis de
peptidoglicano en grandes cantidades en la pared celular de la célula, lo cual
facilitard la union de las moléculas de vancomicina con los residuos
provenientes de la bacteria, impidiendo asi que estas moléculas alcancen sus

células diana.®
Resistencia a Mupirocina:

Esta resistencia no es muy frecuente aln y se caracteriza por la modificacion
de la diana, la cual puede ser de alto nivel (mediada por un pladsmido que lleva

el gen responsable) o de bajo nivel (cuyo origen es cromosémico).?®

2.2.4 METODO DE MACRODILUCION

Este método ha sido utilizado durante afios. Los procedimientos iniciales eran
realizados en tubos de ensayo con volimenes de caldo de por lo menos 1 ml.
Este método fue normalizado en la década de los afios 70 por el Estudio
Cooperativo Internacional y luego la National Commitee for Clinical Laboratory
Standars (NCCLS), el cual anuncié un estandar del método. Este método es
llamado macrodilucion el cual nos permite evaluar la CMI (concentracion
minima inhibitoria) en caldo. Esta miniaturizacién simple de la técnica se
conocié como macrodilucién en caldo.

Fundamento de este método Consiste en poner las sustancias en estudio en
diferentes concentraciones y observar el crecimiento de los microorganismos

para luego definir la CMI (Concentracién minima inhibitoria).

Tabla N°2: Categoria de interpretacion de las pruebas de sensibilidad a

los antimicrobianos

ESTANDARES INTERPRETATIVOS (mg/ml)
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA CIM
SENSIBLE < 4mg/ml
INTERMEDIO 8mg/ml
RESISTENTE > 16mg/ml

Fuente: Clinical and Laboratory Standards Institute. NLSI-2013
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2.2.5 METABOLITOS SECUNDARIOS
Las rutas metabolicas constiyuyen los origenes de los metabolitos secundarios
presentes en las plantas, el cual da una gran variedad de compuestos que son
responsables del olor, color, sabor, efectos farmacolégicos o téxicos y culinarios.*

Los més importantes son:

2.2.5.1 ISOPRENOIDES:
Se forman através de la ruta del acido mevalonico a partir de la AcetilCoA, en donde
se incorpora unidades de C5, tienen estructuras diversas y pueden encontrarse

como tal o formando parte de compuestos mas complejos y se clasifican en:

Terpenos: Los elementos estructurales basicos de los terpenos se conocen como
unidades de isopreno, porque los terpenos pueden descomponerse a elevadas

temperaturas dando isopreno.*®

Aceites esenciales: Los aceites esenciales son sustancias volatiles de naturaleza
compleja, con frecuencia estan asociadas a gomas y a resinas. Estas esencias se
encuentran exclusivamente en vegetales superiores. Muchos aceites esenciales
son de origen terpenoide, solo un pequefio numero de ellos contienen derivados

aromaticos (bencénicos) mezclados con terpenos.*®

Saponinas: Son estructuras formadas por una parte glusidica y una parte no

glusidica (aglicén) y su nombre se debe a sus propiedades jabonosas.*

Heterésidos cardioténicos: Estan formados por una parte glusidica constituida
por una o varias unidades de azlcar y un aglicon que tiene un nucleo esteroidico

(C27 tetraciclico) unido a un anillo lacténico insaturado.*®

2.2.5.2 ALCALOIDES
Los alcaloides tipicos son de origen vegetal, contienen uno o mas atomos de
nitrégeno (generalmente en anillo heterociclico), son de mayor interés en la
farmacognosia. Dentro de este grupo se encuentran sustancias toxicas incluso a
bajas dosis. El primer alcaloide aislado fue la morfina, en 1819 se le dio el nombre
de alcaloide debido a su naturaleza basica y su gran complejidad, aunque
comenzaron a aislarse en el siglo XIX, la determinacién de su estructura fue

posterior.>°
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Drogas con alcaloides derivados del tropano: Son sustancias para
simpaticomiméticas o antagonistas de la acetil colina (transmisora del impulso
nervioso) como la cocaina, cafeina, daturina.

Drogas con alcaloides derivados de la quinoleina (Quinina): la droga es la corteza
desecada de tronco, rama y raices de Cinchona spp. (Rubidceas), su principal
accion es la antimalarica debido a la quinina, que es un téxico para protozoos y
paramecios y en particular para el género plasmodium productores del paludismo.
Drogas con alcaloides derivados de la isoquinoleina (Opio), latex desecado que se
obtiene por incisién de capsulas inmaduras de las distintas variedades de Papaver
somniferum (papaveraceas), del que se obtiene la morfina, es analgésico incluso
en bajas dosis, deprime la percepcion dolorosa, extremadamente Util en dolores

fuertes y persistentes.*°

2.2.5.3 DERIVADOS FENOLICOS

Las plantas producen una gran variedad de productos secundarios que contienen
un grupo hidroxilo en un anillo aromético, que les confiere una estructura fendlica.
Existen dos rutas basicas implicadas en su biosintesis, la ruta del acetato que
conduce a la formacion de cadenas policiclicas que mediante ciclacion, dan lugar a
compuestos policiclicos arométicos y la ruta del acido shikimico que es precursor
de una serie de &cidos benzoicos hidroxilados y aminados. En la mayoria de los
casos los compuestos aromaticos provienen de ésta ruta y suelen formarse por
desaminacion de aminoacidos aromaticos, entre los compuestos fendélicos mas
importantes tenemos: fenoles simples, &cidos fendlicos, taninos, cumarinas,
lignanos, quinonas, flavonoides: antocianinas.®

Fenoles simples: Son poco frecuentes y se encuentran en las plantas en forma de

heterosidos.
Acidos fenodlicos: Se pueden encontrar libres o unidos a aztcares (heterésidos),
pueden formar ésteres al unirse tanto con el acido quinico como con otro acido

fenolico.

Taninos: Los taninos poseen un amplio grupo de compuestos hidrosolubles con

estructura polifendlica.

Cumarinas: Las cumarinas son derivados de la benzo-a-pirona, muchas de ellas

son fendlicas, por lo que se incluyen dentro de los derivados fendlicos.
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2.2.6

Lignanos: Los lignanos son compuestos que poseen una estructura constituida por

dos unidades de fenilpropano.

Quinonas: Son compuestos aromaticos con dos grupos cetona, son dicetonas

insaturadas que por reduccion se convierten en polifenoles.

Flavonoides: Los flavonoides constituyen un grupo amplio de fenoles naturales, se
encuentran tanto como agliconas libres o en forma de heterésidos. En la actualidad
se conocen mas de 2000 de estos compuestos, de los cuales unos 500 se
encuentran en estado libre. Los flavonoides proceden del metabolismo secundario
de los vegetales a través de la ruta del acido shikimico y policétidos. Estan
ampliamente distribuidos en las plantas superiores, sobre todo en las partes aéreas:
hojas, flores, frutose origen vegetal, contienen uno o mas atomos de nitrégeno

(generalmente en anillo heterociclico).*®

EXTRACCION

Para realizar la elaboracién de productos utilizando especies vegetales se debe
tomar en consideracion que existen muchos métodos para extraer los principios
activos contenidos en la especie vegetal, los que necesitan de un liquido extractivo
gue va a depender del tipo de técnica de extraccion y de la composicion quimica
del principio activo.*®

2.2.6.1 TIPOS DE EXTRACCION:

Percolacion: Es el método mas usado de extraccién, esta descrito en la
Farmacopea Americana, este método es generalmente alcohdlico o mezcla
hidroalcohélica atraviesa la masa de droga pulverizada siempre en un solo sentido,
alcanzando concentraciones crecientes de manera que el equilibrio entre el
solvente dentro y fuera del marco nunca se alcanza. Este metodo de extraccion se
lleva a cabo en recipientes cilindricos llamados percoladores que tienen dispositivos
de carga y descarga, lograndose una extraccion total de los principios activos del
95% de sustancias extraibles aproximadamente; teniendo en cuenta que el tiempo
en el que la droga permanece en contacto con el menstruo y la relacion existente
entre la droga y el liquido extractivo (cantidad de disolvente), son dos factores

decisivos dentro de la percolacion. 4°

Maceracion: Es el método en el que hay contacto prolongado durante cierto tiempo

de la droga vegetal con el solvente elegido constituyendo un conjunto
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2.2.7

homogéneamente mezclado en el cual el solvente actia simultdneamente sobre
todas las proporciones de la droga, circulando a través en todas las direcciones y
sentidos disolviendo sus principios activos hasta producirse una concentracion en
equilibrio. Es el método de extraccion més sencilla, debe agitarse continuamente y
protegerse de la luz para evitar alteraciones.*

Decoccidn: Método también llamado cocimiento, este procedimiento consiste en
llevar a la mezcla la droga vegetal con el solvente a una temperatura de ebullicién
del agua, manteniendo una temperatura en un periodo variable de 15 a 30

minutos.*®

Infusion: Es el proceso en cual se coloca a la droga vegetal antes humedecida en
contacto con el solvente a una temperatura igual a la de ebullicién del agua por
cinco minutos, despues se deja enfriar hasta temperatura ambiente y se prepara al
5%. 49

EXTRACTOS

Los extractos son preparados concentrados que pueden tener consistencia sélida,
liquida o intermedia, derivados generalmente de especies vegetales desecado,
estos extractos se obtienen al evaporar parcial o totalmente el disolvente en los
liquidos extractivos de especie vegetal. Los extractos se clasifican en: (segun su

consistencia y concentracion de principio activo)

Extractos Fluidos: Son extractos de drogas que tienen una concentracion prescrita
de etanol, estan preparados de forma que una parte de droga corresponde a una
parte o dos partes del extracto fluido; teniendo en cuenta que 85 partes de droga
seca corresponden a 100 partes de planta fresca. Por lo general los extractos fluidos

se obtienen por percolacién. *°

Extractos Secos: Son aquellos que tienen una consistencia seca, se obtienen por
evaporacion del disolvente y desecaciéon del residuo. Un extracto seco no debe
presentar un contenido de humedad que sobre pase del 5%. Presentan una
concentracion muy superior de principio activo que la droga original, son preparados
bastante estables (aunque en ocasiones resultan higroscopicos) y de facil
manipulacién; como liquido extractor se utiliza alcohol de diversa concentracion y

agua.®°
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Extractos Blandos: Son aquellos que poseen una concentracién de principio activo
superior a la de la droga original y de consistencia semisélida. El disolvente suele
ser agua o mezclas hidroalcohdlicas. Estos extractos blandos son poco estables y

resultan dificiles de manipular; por lo que se utilizan muy poco. *°

Crioextractos: Son aquellos que se obtiene por molturacion de la droga vegetal
correctamente desecada y sometida a condiciones de congelacién (-196°C),
utilizando la inyeccién de nitrégeno liquido, de manera que los principios activos no
se ven alterados por la accion del calor desprendido en un proceso de molturacion
y que dependiendo de la droga vegetal, puede llegar a ser hasta 70°C. Los
crioextractos son muy caros, pero muy Utiles para la obtencion de proteinas y

enzimas de ciertas especies.*®

2.3 FORMULACION DE HIPOTESIS

2.3.1 HIPOTESIS GENERAL
Existe efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las raices de
Zingiber officinale roscoe (kion) y Carcuma longa L. (palillo) frente a cepas de
Staphylococcus aureus.

2.3.2 HIPOTESIS ESPECIFICAS
1. Existen tipos de metabolitos secundarios en el extracto etanélico de las raices

de Zingiber officinale roscoe (kion) y Curcuma longa L. (palillo).

2. Existe efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las raices de
Zingiber officinale roscoe (kion) y Circuma longa L. (palillo) frente a cepas de

Staphylococcus aureus mediante el método de macrodilucion.

3. Existe una concentracién minima inhibitoria (CMI) in vitro del extracto
etandlico de las raices de Zingiber officinale roscoe (kion) y Curcuma longa

L. (palillo) frente a cepas de Staphylococcus aureus.
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2.4 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES E INDICADORES

Tabla N°3: Operacionalizacidon de variables

Sustancia obtenida a Metabolitos
Extracto partir de una Se medird secundarios
etanolico de maceracion en segun la
Zingiber alcohol de 96°. concentracion  Concentraci
officinale utilizada ones del
roscoe (Kion)y extracto
Curcuma longa etandlico
L.(Palillo) PV
Capacidad de Ila Sensibilidad Concentraci
Efecto sustancia para inhibir bacteriana 6n  minima
antibacteriano el crecimiento de frente al inhibitoria
Cepas de extracto (CMI)
Staphylococcus vegetal en Turbidez
aureus. estudio.

Fuente: Elaboracién propia

2.5 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

>

Staphylococcus aureus: Es considerada como una bacteria que causa
infecciones frecuentes y por lo general es el patbgenos de importancia clinica para

el ser humano.®3

Curcuma: Planta que pertenece a la Familia Zingiberaceae originaria del sudeste
asiatico. Muy reconocida como especia aromatica, ya que es comun su uso en la

gastronomia y tiene importantes propiedades medicinales.®
Jengibre: Planta tropical, pertenece a la Familia Zingiberaceae en hoy en dia es

una especie cultivada en casi todos los paises Tropicales e incluso en nuestro pais

ya que es reconocida por sus amplias propiedades medicinales.!
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Antimicrobiano: Aquel medicamento que destruye a los microorganismos e inhibe
su desarrollo y crecimiento. Estos farmacos, estan clasificados en antibacterianos,

antivirales, antimicéticos, antiparasitarios y antirretrovirales.®

Farmacoresistencia: Los antibiéticos son farmacos que son utilizados para tratar
o prevenir infecciones bacterianas. La resistencia a los antibioticos se produce
cuando las bacterias mutan en respuesta al uso de estos farmacos y por ello se
tiene que usar la nueva infeccion con un antibiético mucho mas fuerte no

resistente.®

Gentamicina: Pertenece a familia de los amino glucésido que se utilizan para
tratar infecciones causadas por bacterias gram negativas y que estas sustancias
inhiben la multiplicaciéon de los bacilos gram negativos y gram positivos, tanto in

vitro como in vivo.#?

In vitro: Es una Técnica utilizada para realizar un determinado experimento en un
tubo de ensayo, o en un ambiente controlado fuera de un organismo vivo. La

fecundacion in vitro es un ejemplo ampliamente conocido.*®

Cultivos: Es un método para la multiplicacion de microorganismos, tales como lo
son bacterias en el que se prepara un medio bueno y éptimo para favorecer el
proceso deseado. Un cultivo es un método fundamental para el estudio de las
bacterias y otros microorganismos que causan enfermedades en medicina humana
y veterinaria. Son muy utilizados en biologia, bacteriologia y especificamente en

microbiologia.**

Microbiologia: Es la ciencia encargada del estudio y andlisis de los
microorganismos, es el estudio de seres vivos pequefios no visibles al ojo humano

conocidos como microbios.*®

Halo de inhibicion: Es la zona alrededor de un disco de antibiético en un
antibiograma en el que no se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar
inoculada con el germen, Con ello se mide la potencia del antibidtico frente al

germen.*

Agar: Polimero sulfatado complejo de unidades de galactosa, extraido del Gelidium

cartilagineum, Gracilaria confervoides y otras algas rojas asociadas. Se usa en
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forma de gel en la preparacién de medios de cultivo sélidos para microorganismos,
como laxante, para la elaboracion de emulsiones y como medio de soporte para la

inmuno difusién y la inmuno electroforesis.*®

Bacterias Gram Positivas: Las bacterias Gram positivas se tifien de color purpura
con la tincibn Gram ya que el colorante queda atrapado en la capa de
peptidoglucano (una estructura entrecruzada y gruesa que tiene forma de malla y
rodea a la célula).®

Bacterias Gram Negativas: Las bacterias Gram Negativas presentan una capa de
peptidoglucano incapaz de retener el colorante cristal violeta, por lo que las células

se tifien con el colorante de contraste (safranina) y adquieren un color rojo.3!
Cepa: Una cepa es un conjunto de células homogéneas, o clones, que deriva de la

reproduccién de una célula inicial Unica, seleccionada y aislada. También suele

referirse a las cepas como colonias puras de bacterias.?!
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CAPITULO lII:
METODOLOGIA
3.1 TIPO Y NIVEL DE LA INVESTIGACION
3.1.1 TIPO DE INVESTIGACION

Segun las caracteristicas y al alcance de los resultados, es un estudio de tipo:

e Experimental: Debido a la introduccion y manipulacion de los extractos para la
determinacion del efecto antibacteriano, ya que se cuenta con un grupo control
positivo constituido por la gentamicina y grupo experimental representado por el
extracto etanolico de las raices de Zingiber officinale roscoe (Kion) y Cldrcuma
longa L. (Palillo)

e Transversal: Debido a que el estudio se realizdé en un determinado tiempo, ya
que las variables fueron observadas en un solo momento después de trascurrir
un corto periodo de tiempo con una aproximacion de 24 horas después de
realizado el cultivo.

e In vitro: Debido a que la investigacion se lleva a cabo en medios de cultivo que
sirven para el desarrollo de las bacterias y se manipulara de manera intencional
las condiciones de la investigacion.

e Analitico: Debido a que nos permite analizar los metabolitos secundarios que
presentan los extractos y como estos influyen en la accién antibacteriana.

e Descriptivo: Debido a que nos permite describir los resultados obtenidos en la

investigacion durante el proceso de elaboracién de los ensayos realizados.

3.1.2 NIVEL DE INVESTIGACION

Se dice que es aplicado debido a que durante el desarrollo del proyecto
analizamos y comparamos resultados.

3.2 DISENO DE LA INVESTIGACION
La investigacion se realizd con un disefio experimental con medios de cultivo, cepas
biol6gicamente activas y especies botanicas con actividad terapéutica.
Fueron realizadas en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, entre los meses de Noviembre 2017 y Enero del 2018 con la

asesoria del Microbiélogo Dr. Jorge Leon.
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3.3

3.4

POBLACION Y MUESTRA DE LA INVESTIGACION

3.3.1. POBLACION
La poblacién microbiol6gica estad conformada por la bacteria Staphylococcus
aureus.
La poblacion vegetal estd conformada por las raices de Zingiber officinale
roscoe (Kion) y Carcuma longa L. (Palillo)

3.3.2. MUESTRA
La muestra microbiolégica esta constituida por colonias de Staphylococcus
aureus el mismo que serd empleado para la preparacion de la suspension

bacteriana.

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

La técnica usada para la recoleccion de datos es Observacional. Mediante el cual
registraremos los datos obtenidos durante el proceso de la investigacion en las fichas
de recoleccién de datos, desde la obtencién de metabolitos secundarios hasta los
resultados finales el cual nos ayudara a evidenciar el objetivo principal de nuestro
proyecto.

3.5 TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

3.6

Para la recoleccion y andlisis de datos se us6 una ficha creada para apuntar los
resultados obtenidos durante el proceso experimental para posteriormente ingresar

los datos al sistema de Excel y Word 2016 para su procesamiento.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.6.1 Identificacion de las muestras en estudio

La identificaciébn taxon6mica de las raices de Zingiber officinale roscoe (Kion) y
Curcuma longa L. (Palillo) se realizé en el Herbario del Museo de Historia Natural de
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, segun el sistema de Clasificacion de
Cronquist (1988), obteniéndose el documento de Certificacion de muestra. (Anexo
2y 3).

3.6.2 Recoleccion de la muestra vegetal.

Las muestras de las raices de Zingiber officinale roscoe (Kion) y la Carcuma longa L.
(Palillo) fueron recolectada en la ciudad de Chanchamayo, provincia de

Chanchamayo, departamento de Junin.

30



3.6.3 Obtencién del Extracto Etanodlico de las raices de Zingiber officinale roscoe

(Kion) y Cdrcuma longa L. (Palillo)

Se obtuvo por maceracién de la muestra con etanol de 96°, durante 7 dias. Una vez
recolectadas las muestras, se procedi6 a la limpieza de ambos rizomas con
abundante agua destilada para luego trozarlos lo mas pequefio posible y ponerlos a
secar a temperatura ambiente durante 7 dias, luego lo ponemos a la estufa por 48
horas a 40°C para dejarlas libre de humedad, posteriormente procedemos a

triturarlos en particulas mas pequefias para su maceracion.

Para la extraccion de los metabolitos secundarios fueron macerados 250 G de
materia prima de Curcuma en 1 L de etanol y 260 G de Kion en 1 L de etanol en
frascos de color ambar durante 7 dias, agitando los frascos todos los dias.

Posteriormente el macerado fue filtrado dos veces primero con papel filtro Whatman
N° 41 y el segundo filtrado fue realizado con papel Whatman N° 2. La concentracion
del extracto se ejecutd por eliminacion del disolvente a presién reducida en un
rotavapor, a una temperatura de 40° C por espacio de 4 horas aproximadamente,
posteriormente se dejé secar en la estufa a una temperatura de 40°C durante 24
horas aproximadamente. El producto final que se obtuvo se pes6 obteniendo 5.5g
de Zingiber officinale roscoe (Kion) y 6.3g de Carcuma longa L. (Palillo) el cual se
colocé en un frasco de vidrio de color ambar a una temperatura de 2 — 8°C para su

conservacioén y su posterior estudio.
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FLUJOGRAMA PARA EL ESTUDIO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

MATERIA PRIMA

SELECCION

LIMPIEZA

CORTADO

SECADO

MACERADO

FILTRACION

CONCENTRACION
(ROTAVAPOR)

EXTRACTO
ETANOLICO

Figura N°1: Flujograma para la obtencién del extracto etandlico de las raices de

Zingiber officinale roscoe (Kion) y Cdrcuma longa L. (Palillo)
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3.6.4 Andlisis fitoquimico de los metabolitos secundarios de las raices de Zingiber

v

officinale roscoe (Kion) y Carcuma longa L. (Palillo)

Para realizar el estudio fitoquimico en primer lugar se procedio a realizar la prueba
de solubilidad en los siguientes solventes como el agua, etanol 96°, metanol y
cloroformo, determinando que presenta mejor solubilidad en etanol 96° y metanol y
poco soluble en cloroformo y agua. A continuacién ejecutamos el procedimiento
para la identificacion de metabolitos secundarios segun el (Método de Olga
Lock Sing de Ugaz: Las Bases de la Fitoquimica.) del extracto etandlico, haciendo
uso de reactivos de coloracién y precipitacién para lo cual colocaremos en cada
tubo de ensayo 4 gotas de la muestra y agregamos 2 - 3 gotas de reactivo.

Identificacion de Alcaloides: Ensayo de Mayer.
Este ensayo se realiza de la misma forma que el ensayo anterior, en 4 gotas de la
muestra se agrega 2 gotas de reactivo, al agregar un exceso de reactivo

observaremos la presencia de precipitado que va de un color blanco a un crema.

Identificacion de Aminoacidos y Aminas: Ensayo de Ninhidrina.
Sé tomé 4 gotas de la muestra y se agrega 2gotas de solucion al 2% de Ninhidrina

en agua, se considera positivo cuando se observa un azul violaceo.

Identificacion de Azucares Reductores: Ensayo de Fehling.
Tomamos 4 gotas de la muestra y agregamos 2 gotas de reactivo de Fehling Ay
Fehling B llevamos a bafio de agua durante 5 -10 min. El ensayo se considera

positivo si se observa una coloracion rojo o aparece precipitado rojo.

Identificacion de cumarinas: Ensayo de Balget.
Nos permite identificar en una muestra la presencia de compuestos lacténidos,
principalmente cumarinas, en 4 gotas de la muestra se agrega 2 gotas del reactivo,

se considera un ensayo positivo la aparicién de coloracion rojizo o precipitado rojo.

Identificacion de glicésidos: Ensayos de Molish.

Se sabe que en la composicion del reactivo de Molish se encuentra el a-naftol el
mismo que usamos al 5% en etanol. Es por eso que en 4 gotas de la muestra se
agrega 2 gotas de reactivo, posteriormente adicionamos por la pared del tubo 2
gotas de acido sulftrico concentrado. La aparicion de un anillo violaceo en la

interface indica reaccion positiva.

Identificacion de glicdsidos cardiotonicos: Ensayo de Kedde.
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Tomamos 4 gotas de la muestra se agrega 2 gotas de reactivo, dejamos reposar
durante 10 minutos. Se dice que es un ensayo positivo si presenta una coloracion

violacea persistente durante 1 hora.

Identificacion de flavonoides: Ensayo de Shinoda.

En el tubo de ensayo colocamos 4 gotas de la muestra y adicionamos 1 limadura
de magnesio, agregamos 2 gotas de HCI concentrado, se dice que la reaccion es
positiva si observamos burbujeos durante la reaccion con la limadura y

evidenciamos una coloracién naranja que cada vez es mas intensa.

Identificacion de fenoles y/o taninos: Ensayo de Cloruro Férrico.

Se toma 4 gotas de la muestra y agregamos 2 gotas de cloruro férrico, si
observamos la aparicién de un color o precipitado verde oscuro indica la presencia
de fenoles y/o taninos entonces diremos que el ensayo es positivo.

Identificacion de mucilagos: Ensayo de mucilagos.

Permitié reconocer en los extractos vegetales la presencia de esta estructura tipo
polisacarido, que forma un alcaloide hidréfilo de alto indice de masa.

Para ello 1ml de la muestra se enfria a 0-5°C y si la solucién toma una consistencia

gomosa al tacto el ensayo es positivo.

Identificacion de quinonas: Ensayo de Borntrager

Para la identificacion de dicho ensayo, cogemos 4 gotas de la muestra y agregamos
2 gotas de NaOH 10% y 2 gotas de cloroformo Se agita mezclandolas fases y se
deja en reposo hasta la separacion. Si la fase acuosa alcalina (superior), se colorea

de rosado o rojo, el ensayo se considera positivo.

Identificacion de saponinas: Ensayo de espuma.
Tomamos 1ml de la muestra y agregamos 2 ml en agua y agitamos la mezcla
durante 2 minutos. Se considera positivo si aparece espuma de mas de 2 mm de

altura en la superficie y persiste por mas de 2 minutos.

Identificacion de Triterpenos: Ensayo de Liebermann-Burchard.
Tomamos 4 gotas de la muestra y agregamos 2 gotas de reactivo, decimos que es
un ensayo positivo si observamos un cambio rapido de coloracién de verde o azul

verdoso.
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v Identificacion de Principios amargos: Ensayos de principios amargos Yy
astringentes. Este tipo de ensayo se realizé probando el sabor de la muestra diluida
en agua una gota del extracto del vegetal y reconociendo el mismo al paladar.

v' Ensayo de catequinas:
Tomamos 1 gota de solucion alcohdlica, con la ayuda de un capilar se aplicara
sobre el papel filtro, sobre la mancha se aplica solucién de carbonato de sodio. La

aparicion de una mancha verde carmelita a la luz UV indicara un ensayo positivo.

3.6.5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
Reactivacion de bacterias:

Para la reactivaciéon de la cepa procedemos a descongelar el tubo que contiene la
bacteria a temperatura ambiente durante 2 horas, con la ayuda de un hisopo
transportamos parte de la muestra en estudio al tubo de ensayo que contiene caldo
nutritivo como medio especifico para realizar la reactivacién de la bacteria, para

luego ponerlo a incubar a una temperatura de 37°C por 24 horas.
Preparacion de Placas y Cultivos en agar

Preparamos el Agar Mueller Hinton segun las indicaciones del fabricante,
procedemos a calentar hasta obtener una dilucion homogénea del agar una vez
disuelto procedemos a colocar en la autoclave por espacio de 15 minutos para evitar
un posible crecimiento de microorganismos, una vez que obtuvimos el agar estéril
procedemos a plaquear y esperamos que solidifique por espacio de 20 min. aprox.
posteriormente cogemos el tubo que contiene la bacteria incubada por 24 horas,
del cual extraemos con ayuda del asa de henle esterilizado la muestra, para
proceder al sembrado por el método de estrias en las placas que contiene agar

Mueller Hinton, el cual llevamos a incubar a 37°C durante 24 horas.
Preparacion del in6culo

Para proceder a preparar el inoculo cogemos las placas sembradas con bacterias,
extraemos con el asa de henle de 3 a 4 colonias aisladas. Colocamos en el tubo
gue contiene 10 ml de cloruro de sodio | 0.9%, homogenizamos hasta obtener una
turbidez semejante al de la escala 0.5 de Mac. Farland. Comparamos visualmente

y con una luz apropiada observamos los tubos contra un fondo blanco con lineas
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negras como contraste. La suspension del in6culo  preparado contiene
aproximadamente de 1 a 2 x 108 UFC/ml .La suspensién bacteriana se prepard
agregando en los tubos 9.9 ml de Caldo Mueller Hinton. Luego del tubo que contiene
cloruro de sodio 0.9 % que contiene las bacteria en estudio y con una determinada
turbidez comparada con el Mac Farland, extraer 0.1 ml del tubo y pasarlo al tubo de
la suspension bacteriana que contienen 9.9 ml de Caldo Mueller Hinton,

conteniendo un total de 10 ml cada tubo.

3.6.6 PREPARACION DE LAS CONCENTRACIONES (METODO DE
MACRODILUCION)

a) Pesamos 500mg del extracto en un vial estéril, el cual se disuelve en 1 ml de
DMSO, para alcanzar una concentracion de 500mg/ml (Solucién madre o Stock).

b) De la solucion madre sacamos 75ulL y afiadimos al tubo N° 01 que contiene 75uL
de DMSO.

c) Deltubo N° 01 se sac6 75uL para ser afiadido al Tubo N° 02 y asi sucesivamente
hasta llegar al tubo N° 10

d) Del tubo N° 10 se sacé 75ulL que fue desechado.

e) Las concentraciones comprenden los rangos de 37.5mg/mla 0.073mg/ml.

<
N—

/ 500mg/1ml

75uL

o

AR
ola

+ 75uL + 75uL ]

DMSO DMSO

Figura N°2: Obtencién de concentraciones
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3.6.7

PREPARACION DE CONTROLES

El control positivo usado en la prueba fue el antibiético gentamicina (160mg/2ml),
del cual se utilizd 0.64 mly se enras6 hasta 5 ml de agua destilada en un tubo estéril
para obtener una solucion madre o stock de 10240 pg/ml.

De la solucién madre sacamos 0.2 ml y fue afiadido al tubo N° 01 que contuvo 1.8
ml de caldo Mueller Hinton.

Del tubo N° 01 se sacé 75uL para ser afiadido al Tubo N° 02 y asi sucesivamente
hasta llegar al tubo N° 10.

Del tubo N° 10 se sac6 75uL que fue desechado.

Después de este proceso se afiadid a todos los tubos 75uL de la suspension
bacteriana.

Las concentraciones comprenden entre los rangos de 512 ug/ml a 1ug/mil.

3.6.8. PARTE EXPERIMENTAL

Una vez obtenida las concentraciones de ambos muestras en estudio procedemos
arealizar la parte experimental: enumeramos 10 tubos para cada muestra en el cual
agregamos a cada uno 75uL de cada concentracion de muestra obtenida y
adicionamos 75uL de suspension bacteriana en cada tubo. Luego de este proceso
llevamos a la incubadora a 35°C durante 24 horas.

Después de las 24 horas de incubacion procedemos a la lectura de resultados
observamos si hay o no presencia de turbidez en cada tubo segun los controles

preparados.
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CAPITULO IV

PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla N°4: Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de la raiz del Zingiber

4.1 PRESENTACION DE RESULTADOS

officinale roscoe (kion)

ENSAYOS METABOLITOS IDENTIFICACION
Mayer Alcaloides ++
Ninhidrina Aminoacidos y Aminas +++
Baljet Lactonas ++
Bomtrager Quinonas +++
Liebermnn — Burchard | Triterpenos +
Antocianidinas Antocianidinas +
Fehling Azlcares Reductores +
Catequinas Catequinas -
Shinoda Flavonoides +
Kedde Glicosidos Cardiotonicos +
Resinas Resinas +
Espuma Saponinas -
Cloruro Férrico Taninos +

Fuente: Elaboracion propia Leyenda: (+) Positivo (=) Negativo

Los resultados obtenidos durante la marcha fitoquimica del extracto etandlico de la
raiz de Zingiber officinale roscoe (kion) se obtuvo en mayor cantidad los siguientes

metabolitos secundarios: quinonas, alcaloides y lactonas.
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Tabla N° 5: Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de laraiz de Cdarcuma

longa L. (palillo)

ENSAYOS METABOLITOS IDENTIFICACION
Mayer Alcaloides -
Baljet Lactonas -
Liebermnn — Burchard Triterpenos +++
Fehling Azlcares Reductores -
Hidroxamato Ferrico Cumarinas -
Shinoda Flavonoides -
Mucilagos Polisacéaridos +++
Espuma Saponinas -
Resinas Resinas +
Cloruro Férrico Taninos -
Catequinas Catequinas -
Compuestos fenolicos +++

Fuente: Elaboracién propia Leyenda: (+) Positivo (=) Negativo

Los resultados obtenidos durante la marcha fitoquimica del extracto etanélico de la
raiz de Curcuma longa L. se obtuvo en mayor cantidad los siguientes metabolitos

secundarios: triterpenos, polisacaridos y compuestos fendlicos.

4.2 CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Hipotesis general

» Hi: Existe efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las raices de
Zingiber officinale roscoe (kion) y Carcuma longa L. (palillo) frente a cepas de

Staphylococcus aureus.

> Ho: No existe efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las raices de
Zingiber officinale roscoe (kion) y Curcuma longa L. (palillo) frente a cepas de

Staphylococcus aureus.

La hipotesis general se contrasta en funcion de los resultados obtenidos para la

contrastacion de las hipétesis especificas.

39



Decisién: Habiéndose obtenido resultados significativos con cada uno de los extractos
utilizados (Zingiber officinale roscoe y Carcuma longa L.), es decir, que ambos presentan
actividad bacteriana in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus, en consecuencia,
se rechaza la hip6tesis nula de la hipétesis general de estudio.

Hipotesis especifica 1

» Ha: Existen tipos de metabolitos secundarios en el extracto etandlico de las raices

de Zingiber officinale roscoe (kion) y Curcuma longa L. (palillo).

» Ho: No existen tipos de metabolitos secundarios en el extracto etandlico de las

raices de Zingiber officinale roscoe (kion) y Clrcuma longa L. (palillo).

Durante la marcha fitoquimica del extracto etandlico de las raices de Zingiber officinale
roscoe (kion) y Curcuma longa L. (palillo) evidenciamos que existen diferentes
metabolitos secundarios quienes son los responsables de la actividad terapéutica.

Decision: Por lo tanto se rechaza la hip6tesis nula.

Hipotesis especifica 2

> H.: Existe efecto antibacteriano in vitro del extracto etanodlico de las raices de
Zingiber officinale roscoe (kion) y Curcuma longa L. (palillo) frente a cepas de

Staphylococcus aureus mediante el método de macrodilucion.
> Ho: No existe efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las raices de

Zingiber officinale roscoe (kion) y Curcuma longa L. (palillo) frente a cepas de

Staphylococcus aureus mediante el método de macrodilucion.
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Tabla N°6: Resultados obtenidos en los ensayos del extracto etandlico de las raices
de Zingiber officinale roscoe (kion) y Circuma longa L. (palillo) segun el método de
macrodilucion.

Zingiber officinale roscoe (kion) Carcuma longa L. (palillo)
CIM Clasificacion CIM Clasificacion
C1 37.5 mg/ml Inactivo 37.5 mg/mi Inactivo
C2 18.75 mg/ml Inactivo 18.75 mg/ml Inactivo
C3 9.375 mg/ml _Act|V|da<_j 9.375 mg/ml .ACt'V'daq
intermedia intermedia
Actividad Actividad
& 4.68 mg/m| intermedia 4.68 mg/m| intermedia
C5 2.34 mg/ml Buena actividad 2.34 mg/mi _Actmdac_j
intermedia
C6 1.17 mg/ml Poca actividad 1.17 mg/ml Buena actividad
C7 0.58 mg/ml Poca actividad 0.58 mg/ml Poca actividad
C8 0.292 mg/ml Poca actividad 0.292 mg/ml Poca actividad
C9 0.146 mg/ml Poca actividad 0.146 mg/ml Poca actividad
C10 0.073 mg/ml Poca actividad 0.073 mg/mi Poca actividad

Fuente: elaboracién propia

Mediante el método de macrodilucion se demostré que los extractos etanolicos de las
raices de Zingiber officinale roscoe (kion) y Carcuma longa L. (palillo), presentan buena
actividad antibacteriana teniendo como referencia los standares dados por Clinical and
Laboratory Standards Institute. NLSI-2013 frente a cepas de Staphylococcus aureus.

Decisién: Por lo tanto se rechaza la hip6tesis nula.

4 40 N\
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3 2ol |es
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E —/
£ 5 1.17
8
g 0 i T T T T 1
o C1 C2 Cc3 c4 C5 Ccé6 Cc7 Cc8 C9 C10
Concentraciones de los extractos etandlicos
W Kion M Palillo
- J

Figura N°3: Concentraciéon minima inhibitoria para los extractos etandlicos de Zingiber

officinale roscoe (kion) y Curcuma longa L. (palillo).
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Hipotesis especifica 3

» Ha: Existe una concentracion minima inhibitoria (CMI) in vitro del extracto etandlico
de las raices de Zingiber officinale roscoe (kion) y Curcuma longa L. (palillo) frente
a cepas de Staphylococcus aureus.

» Ho: No existe una concentracion minima inhibitoria (CMI) in vitro del extracto
etanodlico de las raices de Zingiber officinale roscoe (kion) y Curcuma longa L.

(palillo) frente a cepas de Staphylococcus aureus.

Tabla N°7: Resultados obtenidos en el ensayo de concentracién inhibitoria
minima del extracto etandlico de Zingiber officinale roscoe (kion).

Zingiber officinale roscoe (kion)
CIM Clasificacion

C1 37.5 mg/ml Inactivo

c2 18.75 mg/ml Inactivo

C3 9.375 mg/mi Actividad intermedia
c4 4.68 mg/ml Actividad intermedia
C5 2.34 mg/ml Buena actividad
C6 1.17 mg/ml Poca actividad
c7 0.58 mg/ml Poca actividad
Cs8 0.292 mg/ml Poca actividad
C9 0.146 mg/ml Poca actividad
C10 0.073 mg/ml Poca actividad

Fuente: elaboracion propia
Se determiné la concentracion inhibitoria minima (CIM) del extracto etandlico de la
raiz de Zingiber officinale roscoe (kion) mediante el método de macrodilucion frente
a cepas de Staphylococcus aureus teniendo como buena actividad 2.34 mg/ml segin

el estandar dado por Clinical and Laboratory Standards Institute. NLSI-2013.

Decision: Por lo tanto, se rechaza la hip6tesis nula.
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Figura N°4: Concentracién minima inhibitoria para el extracto etandlico de Zingiber

officinale roscoe (kion).

Tabla N°8: Resultados obtenidos en el ensayo de concentracién inhibitoria
minima del extracto etandlico de laraiz de Curcumalonga L. (palillo).

Cdrcuma longa L. (palillo)
CIM Clasificacién

C1 37.5 mg/ml Inactivo

c2 18.75 mg/ml Inactivo

C3 9.375 mg/ml Actividad intermedia
c4 4.68 mg/ml Actividad intermedia
c5 2.34 mg/ml Actividad intermedia
c6 1.17 mg/mi Buena actividad
C7 0.58 mg/ml Poca actividad
cs8 0.292 mg/ml Poca actividad
c9 0.146 mg/ml Poca actividad
C10 0.073 mg/mi Poca actividad

Fuente: elaboracion propia

Se establecid la concentracion inhibitoria minima (MIC) del extracto etandlico de la

raiz de Cdrcuma longa L. (palillo) mediante el método de macrodilucion frente a
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Staphylococcus aureus en un intervalo de concentracion de0.073 mg/ml hasta 37.5

mg/ml.

Respecto a los resultados obtenidos queda comprobado que el extracto etandlico de
la raiz de Cuarcuma longa L. (palillo) presenta buena actividad antibacteriana in vitro
a concentracion de 1.17 mg/ml frente a cepas de Staphylococcus aureus segun el
estandar dado por Clinical and Laboratory Standards Institute. NLSI-2013.

Decision: Por consiguiente, se rechaza la hipotesis nula.
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Figura N°5: Concentracién minima inhibitoria para el extracto etanélico de Cdrcuma longa
L. (palillo)
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4.3 DISCUSION DE RESULTADOS
1. Durante el estudio del tamizaje fitoquimico del extracto etandlico del Zingiber
officinale roscoe (Kion) obtuvimos como resultado la presencia de metabolitos
secundarios como quinonas, lactonas y alcaloides. Del mismo modo durante en el
tamizaje fitoquimico de la Cudrcuma longa L. (Palillo) obtuvimos mayor
concentracion de compuestos fendélicos, mucilagos, triterpenos y aceites esenciales
como los curcuminoides quienes en conjunto son responsables del efecto
antibacteriano, por lo tanto confirmamos que los resultados que obtuvimos son
semejantes a los reportados por Ramani et al. (2012), quienes en el estudio
obtuvieron la presencia de metabolitos como las saponinas, fenoles, principios
amargos y almidén.?® Por otro lado Obire et al. (2009), refiere que las especies de
la familia de las zingiberaceae revelan la presencia de fenoles, saponinas,
triterpenoides y taninos.?® Del mismo modo confirmamos lo reportado por Enriquez
F, et al (2007), quien en su trabajo de investigacién establece los parametros de
calidad e identificacion de los fitoconstituyentes del rizoma de Zingiber officinale
roscoe cultivado en nuestro pais. Dicho estudio farmacognéstico elaborado se basé
en la identificacién y clasificacion taxonomica, en el cual durante el tamizaje
fitoquimico nos sefalaron la presencia de alcaloides, lactonas, aceites, glicésidos
cardiotonicos, triterpenos, quinonas, resinas, taninos, flavonoides, azlcares

reductores, antocianidinas, mucilagos y aminoéacidos. *3

2. En la investigacion realizada del extracto etandlico del Zingiber officinale roscoe
(Kion) y Curcuma longa L. (Palillo), frente a cepas de Staphylococcus aureus se
demostré que existe efecto antibacteriano mediante el método de macrodilucion
teniendo un intervalo de concentracion de 0.073 mg/ml hasta 37.5 mg/ml. por lo
que confirmamos el estudio publicado por Mozioglu et al. (2008), quienes en su
estudio también evaluaron la actividad antibacteriana y antifingica del extracto
etandlico del rizoma de la Clrcuma longa L. (Palillo), existiendo una gran actividad
antibacteriana contra Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis. Tambien
presentd una débil actividad antibacteriana contra Pseudomona aeruginosa,
Escherichiacoli y antifungica contra Candida albicans en funcion de la extraccién

etanolica de la circuma.

3. La concentracion minima inhibitoria (CMI) que se obtuvo durante el desarrollo
experimental del extracto etandlico del Zingiber officinale roscoe (Kion) presenta
sensibilidad antibacteriana in vitro a una concentracion de 2.34 mg/mly el extracto

etandlico de Curcuma longa L. (Palillo) presenta actividad antibacteriana in vitro a
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una concentracion de 1.17 mg/ml. Por tanto confirmamos lo reportado por Sunilson
et al. (2009), donde establece que la actividad antimicrobiana del extracto
metandlico del rizoma de Curcuma longa L. (Palillo) y las demas especies de la
familia de las zingiberaceas mostraron actividad antimicrobiana contra las bacterias
y hongos més comunes transmitidas por los alimentos comunes tales como
Salmonella enteriditis, Clostridium Escherichia coli, perfringens, Staphylococcus
aureus, Campylobacter jejuni, Bacilluscereus y hongos como Saccharomyces

cerevisiae, Hansenulaanomala, Mucormucedo, Candida albicans.?*

46



CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES:

1. Durante el tamizaje fitoquimico se demostré que el extracto etandlico del Zingiber
officinale roscoe (Kion) presento los siguientes metabolitos secundarios como
guinonas, alcaloides y lactonas; Asi mismo la Cdrcuma longa L. (Palillo) presento
metabolitos secundarios como compuestos fendlicos, triterpenos y polisacéaridos,

los cuales nos ayudaron a evidenciar el efecto antibacteriano.

2. Mediante el método de macrodilucion se demostré el efecto antibacteriano que
existe en el extracto etandlico de las raices de Zingiber officinale roscoe (Kion) y

Carcuma longa L. (Palillo) frente a cepas de Staphylococcus aureus.

3. La concentracién minima inhibitoria (MIC) del extracto etandlico de la raiz de
Zingiber officinale roscoe (Kion) fue de 2.34mg/ml y del extracto etandlico de la raiz
de Carcuma longa L. (Palillo) fue de 1.17mg/ml concluyendo asi que posee efecto

antibacteriano sobre el crecimiento de cepas de Staphylococcus aureus.
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5.2. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar estudios posteriores de las muestras descritas en el
presente estudio ya que cuentan con multiples metabolitos secundarios que

ayudan y favorecen a nuevas alternativas terapéuticas.

2. Se recomienda realizar ensayos en laboratorios que cuenten con equipos e
insumos adecuados, que nos permitan obtener resultados Gptimos y especificos,
ya que algunas plantas con actividades farmacolégicas y cepas en estudio cuentan

con un determinado tiempo de vida.

3. Se recomienda utilizar estos productos naturales como alternativa de tratamiento
frente a infecciones causadas por bacterias gran positivas, ya que poseen menos
reacciones adversas y son de facil acceso y econémicos, previa informacion de

dichos recursos naturales.
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ANEXO N°1

MATRIZ DE CONSISTENCIA
TITULO: “EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS RAICES DE Zingiber officinale roscoe (Kion) y Clircuma longa L.

(Palillo) FRENTE A CEPAS DE Staphylococcus aureus

PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES METODOLOGIA
GENERAL.: GENERAL: GENERAL.: VI TIPO:

¢Cudl  es el efecto | Determinar el  efecto | Existe efecto Metabolitos e Transversal
antibacteriano in vitro del | antibacteriano in vitro del | antibacteriano in vitro del | Extracto etandlico | Estudio Fitoquimico. secundarios. e Analitico
extracto etandlico de las | extracto etandlico de las | extracto etandlico de las | de l|as raices de

raices de Zingiber | raices de Zingiber officinale | raices de Zingiber officinale | zingiber officinale Concentracién P/V N

officinale roscoe (kion) y | roscoe (kion) y Curcuma | roscoe (kion) y Cdrcuma | roscoe (Kion) vy DISENO:

Curcuma longa L. (palillo)
frente a cepas de
Staphylococcus aureus?

ESPECIFICOS:

1. ¢ Cuédles son los tipos de
metabolitos  secundarios
presentes en el extracto
etandlico de las raices de
Zingiber officinale roscoe
(kion) y Cdrcuma longa L.
(palillo)?

2. ¢Cual es el efecto
antibacteriano in vitro del
extracto etandlico de las
raices de Zingiber
officinale roscoe (kion) y
Curcuma longa L. (palillo)
frente a cepas de
Staphylococcus  aureus
mediante el método de
macrodilucion?

3. ¢Cual es la CMI in vitro
del extracto etandlico de
las raices de Zingiber
officinale roscoe (kion) y
Curcuma longa L. (palillo)
frente a cepas de
Staphylococcus aureus?

longa L. (palillo) frente a
cepas de Staphylococcus

aureus.

ESPECIFICOS:

1. Determinar los tipos de
metabolitos  secundarios
presentes en el extracto
etandlico de las raices de
Zingiber officinale roscoe
(kion) y Cdrcuma longa L.
(palillo).

2. Determinar el efecto
antibacteriano in vitro del
extracto etanélico de las
raices de Zingiber officinale
roscoe (kion) y Curcuma
longa L. (palillo) frente a
cepas de Staphylococcus
aureus mediante el método
de macrodilucion.

3. Determinar la CMI in
vitro del extracto etandlico
de las raices de Zingiber
officinale roscoe (kion) y
Curcuma longa L. (palillo)
frente a cepas de
Staphylococcus aureus.

longa L. (palillo) frente a
cepas de Staphylococcus
aureus.

ESPECIFICOS:
1. Existen tipos de
metabolitos  secundarios

en el extracto etandlico de
las raices de  Zingiber
officinale roscoe (kion) y
Curcuma longa L. (palillo).

2. Existe efecto
antibacteriano in vitro del
extracto etandlico de las
raices de Zingiber officinale
roscoe (kion) y Curcuma
longa L. (palillo) frente a
cepas de Staphylococcus
aureus mediante el método
de macrodilucién.

3. Existe una CMI in vitro
del extracto etanolico de
las raices de Zingiber
officinale roscoe (kion) y
Curcuma longa L. (palillo)
frente a cepas de
Staphylococcus aureus.

Curcuma longa L.
(Palillo).

VD:

Efecto
antibacteriano.

Estudio
Farmacoldgico.

Concentracién

minima inhibitoria
(CMI) mediante el
método de

macrodilucién.

- Concentracién
minima inhibitoria
(cmi).

- Turbidez

e Experimental

NIVEL:
e Aplicado
POBLACION:

Bacteria Staphylococcus aureus.

MUESTRA:
Colonias de Staphylococcus
aureus.

INSTRUMENTO DE
RECOLECCION DE DATOS:

Técnica:

e  Observacional

Instrumento:
. Ficha de
recoleccién de
datos.

55



ANEXO 2.

CERTIFICADO DE MUESTRA BOTANICA Carcuma longa L. (Palillo)
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ANEXO 3.

CERTIFICADO DE MUESTRA BOTANICA Zingiber officinale roscoe. (Kion)
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ANEXO 4.

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA OBTENCION DE METABOLITOS
SECUNDARIOS Zingiber officinale roscoe (Kion) y Carcuma longa L. (Palillo)

KION ( ) PALILLO( )
ENSAYOS METABOLITOS IDENTIFICACION

Dragendorf Alcaloides

Mayer Alcaloides

Wagner Alcaloides

Ninhidrina Aminoacidos y Aminas

Baljet Lactonas

Bomtrager Quinonas

Liebermnn — Burchard | Triterpenos

Antocianidinas

Antocianidinas

Fehling Azlcares Reductores
Catequinas Catequinas

Shinoda Flavonoides

Kedde Glicosidos Cardiotonicos
Resinas Resinas

Espuma Saponinas

Cloruro Férrico Taninos

LEYENDA: (+) POSITIVO (-) NEGATIVO
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ANEXO 5.

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION
MINIMA INHIBITORIA (CMI) DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL Zingiber officinale

roscoe (Kion) y Carcuma longa L. (Palillo)

EXTRACTO ETANOLICO ( )

CIM

Clasificacion

C1

C2

C3

C4

C5

C6

C7

C8

C9

C10

Leyenda:

- Poco Activo

- Buena Actividad

- Actividad intermedia

- Inactivo
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MUESTRA EN ESTUDIO: Zingiber officinale roscoe (Kion)

Figura N°6: Seleccién y corte en trozos pequefos.
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MUESTRA EN ESTUDIO: Carcuma longa L. (Palillo)

Figura N°7: Seleccion y corte en fragmentos pequefos.
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Figura N°8: Maceracion y Filtracidén del extracto etandlico del Zingiber

officinale roscoe (Kion) y Curcuma longa L. (Palillo
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OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO

Figura N°9: Proceso de extraccion etandlico del Zingiber officinale roscoe

(Kion) y Curcuma longa L. (Palillo) mediante la extracciéon en rotavapor.

Figura N°10: Secado del extracto etandlico del Zingiber officinale roscoe
(Kion) y Curcuma longa L. (Palillo), en placas durante 24 horas en la estufa a
40°C.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL PARA LA OBTENCION DE
METABOLITOS SECUNDARIOS

Figura N°11: Enumeramos los tubos y procedemos arealizar la marcha
fitoquimica.
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REACTIVACION DE CEPAS

Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Figura N°12: Descongelamos la cepa Staphylococcus aureus a temperatura

ambiente.

Figura N°14: Sembrio de bacteria e incubacién a 37°C por 24 horas.
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PREPARACION DEL INOCULO BACTERIANO

Figura N°15: Preparacion del in6culo bacteriano en medio de cultivo caldo
Mueller Hinton.
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PREPARACION DE PLACAS DE MUELLER HINTON

Figura N°16: Inocular la superficie seca de la placa, estriando con el hisopo
en cuatro direcciones, para asegurar la distribucion uniforme del inéculo.

PREPARACION DE LAS CONCENTRACIONES

Figura N°17: Cogemos 0.5g de la muestra y disolvemos en 1ml de DMSO.

(Solucién madre), y procedemos a realizar las diluciones
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL DE LAS MUESTRAS FRENTE A CEPAS
DE Staphylococcus aureus

Figura N°18: Agregamos en cada uno 75ul de patogeno y 75 ul de extracto.
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