UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

INCA GARCILASO

)

<
a
o«
«
u
>
2
3

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

Efecto antimicrobiano del extracto etandlico de las hojas de
Tagetes minuta L (huacatay) en cepas de Pseudomona
aeruginosa, in vitro

Tesis para optar al Titulo Profesional de Quimico
Farmacéutico y Bioquimico

TESISTAS:
Bach. Cordero Hidalgo, Mayra
Bach. Pinedo Caldas, Gisella

ASESOR:
Mg. Q.F. Montellanos Cabrera, Henry

LIMA — PERU
2018



DEDICATORIA

A Dios por protegerme y darme las fuerzas
suficientes para avanzar en mi desarrollo
profesional.
A mis padres por su inmenso cariio y
respaldo en todas las actividades que
desempeiio.

MAYRA

A Dios por bendecirme y darme la fuerza

necesaria para continuar este trayecto.

A mis padres por su apoyo incondicional a mis

hermanos que me brindaron su respaldo
GISELLA



AGRADECIMIENTO

Agradezco a la Universidad Inca Garcilaso de
la Vega y a los docentes de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas y Bioguimica por
habernos dado la oportunidad de formarnos
profesionalmente y a mi principal motivo mi
hija Valeria y a mi esposo que me han

impulsado a seguir luchando por mis suefios.

MAYRA

Agradezco a mis docentes de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica por
brindarnos todo sus conocimientos Yy
ensefianzas.

GISELLA



Dedicatoria

INDICE GENERAL

Agradecimientos
indice de Tablas
indice de Figuras
indice de Anexos

Resumen
Abstract
) 10T [0 T3 T o U USEPPPPRSRUR 1
CAPITULO I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ......cooviiieeieeeeeeeeee, 2
1.1. Descripcion de la realidad problematica .............cccooeeeeiiiiiiiiiieeiciiieee e, 3
1.2. Identificacion y formulacion del problema ............cccoooeiiiiiiiiiiiiiee e, 4
1.2.1. Problema general..........ccoouuuiiiiiiiiiiie e e 4
1.2.2. Problemas eSpecCifiCOS ..........uuuuuuimimiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 4
1.3. Objetivos de 1a investigacion ...........ccoooeiiiiiii i 5
1.3.1. ODbJetivo general ...........ooiiiiiiiiiiiic e 5
1.3.2. ODbjetivos €SPECITICOS ......ccevuiiieeiiiiie e 5
1.4. Justificacion de 1a INVestigacion ...........coovvviiiiiiiiiiiii e 5
CAPITULO Il. MARCO TEORICO ...ttt 7
N N g (=Tod o [T | (=SSP PPPPP 7
2.1.1. Antecedentes NACIONAIES ............uuuiieeiieiiiiiie e 7
2.1.2. Antecedentes internacionales ............ccoeveevvieiiiieeeeeiiee e 9
2.2, BASES LEONCAS .....evvveeeiiiiiiiie et e e e e e ettt e e e e e e e e e et e e e e e aaeaes 11
2.2.1. Tagetes minuta (Huacatay)..........cceeevveriiiiiieeeeiiiie e 11
2.2.1.1. DescCripCion botaniCa ..........ccoveeviiiiiiieeeeiiie e 11
Y B - (o | 1[0 1 ] - S 13
2.2.1.3. Antecedentes etnofarmacolOgiCoS............cceeeeviiiiiiininnnnns 13
2.2.1.4. Estudio fitoquimIiCO .........c.ouiiiiiiiiiiii e, 13
2.2.1.5. COmPpOSICION QUIMICA .....ccvvviieeeieiiii e eeeeie e e e e e e e 13
2.2.1.6. Propiedades medicinales y uso tradicional ...................... 14
2.2.2. Pseudomonas @€rugiNOSa........cccuvirrrrruummmnnaiaaeeeaeeeeeeeeennnninnnns 14
2.2.2.1. MOrfolOgia ....uueeeiieee e 14

2.2.2.2. PALOQENIA ....uuuieeieeiiiee et 15



2.2.2.3. Caracteristicas de cultivo de P. Aeruginosa..................... 15

2.3. Formulacion de HIPOLESIS .......ccceviuiiiiieeeieiie e e e 15
2.3.1. HIipOtesSis geNeral ........cooooiiiiiiiiiiiiiiiee e 15
2.3.2. Hipodtesis eSpecifiCas ........cooeeeiiiiiiii i, 16

2.4. Operacionalizacion de Variables e Indicadores ............ccccoeeeevviiiiieeennnns 16

2.5. Definicion de terminos DASICO ..........cceviiiiiiiiiiiie e 16

CAPITULO Il METODOLOGIA ..., 18

3.1. Tipo de INVESHIGACION .....cvvuii e 18

3.2. Disefo de iNVESIQACION .........cceeuuiie e ee e e e e e 19

3.3. Poblacién y muestra de la investigacion ...........ccoeeevvveviiiiieeeeeiiieeeeeeiiinn, 19
3.3.1. PODBIACION ... 19
.30 2. MUBSIIA. ..o e e eaa s 19

3.4. Teécnicas e Instrumentos de recoleccion de datos ............cccceeeeviiieeeeenene. 20
I I I =Tod o o= OO PTTTTRR 20

3.5. EqQuipos, materialesS y reactiVOS ............uuuuuiiiiiiieeeeeiiieeeeiiiie e 21
3.5. L. EQUIPOS. ... 21
3.5.2. MALEHIAIES ... 21
3.5.3. REACHIVOS ... 22
3.5.4. Material biolOQICO .......ccoeiiiiiiii e 23

3.6. Procedimiento experimental .............ouuuiuiiiiiiiiiieeeeee e 23

3.7. Técnicas estadisticas de analisis de datos ..............ocevvvviviiiiiiiiiiieeeeeeeen, 30

CAPITULO IV. PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS................ 31

4.1. Resultados de la iINVestigacion............coooeeeaiiiiiiii e 31

4.2. Prueba de hIPOtESIS ........iiiiiiiiiie e 36

4.3. Discusion de reSultados............euuuuuiiiiiiiiiiee e 38

CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.........ccceveveeueenen. 39

5.1, CONCIUSIONES ... ittt e e e et e e e eaaaan s 39

5.2, RECOMENUACIONES ....uvviiiiieie et a e e e e e e 40

Referencias bibliografiCas ...........uuuiiiiiiiiiii e 41

F AN 1) (o 1 P 46



Tabla 1
Tabla 2

Tabla 3
Tabla 4

Tabla 5

Tabla 6

Tabla 7

INDICE DE TABLAS

Distribucioén de placas

Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto etanolico de las
hojas de Tagetes minuta L.

Resultados de la prueba de solubilidad “Huacatay”

Promedio de desviacion estandar extracto etandlico de la
Tagetes minuta “Huacatay” 20%

Promedio de desviacion estandar extracto etandlico de la
Tagetes minuta “Huacatay” 50%

Promedio de desviacion estandar extracto etandlico de la
Tagetes minuta “Huacatay” 80%

Contrastacion de hipotesis

30

31
32

33

34

35
36



Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4

INDICE DE FIGURAS

Tagetes minuta L.

Comparativo de los halos de inhibicion extracto etandlico de la
Tagetes minuta “Huacatay” 20%

Comparativo de los halos de inhibicién extracto etandlico de
la Tagetes minuta “Huacatay” 50%

Comparativo de los halos de inhibicion extracto etandlico de la

Tagetes minuta “Huacatay” 80%

12

33

34

35



Anexo 1
Anexo 2
Anexo 3
Anexo 4
Anexo 5
Anexo 6
Anexo 7

Anexo 8

INDICE DE ANEXOS

Matriz de CONSISTENCIA ........uuiiiiiiiiiie e a7
Testimonios fotografiCos..........oooviiiiiiiiie e 48
Reporte de contenido por espectrofotometria UV- VIS ................... 62
Certificados del 1aboratorio..........ccoeevveviiiie i 63
Certificado del huacatay ..............ooveeiiiiiiiiie e 64
Ficha de observacion Ad-Hoc de la marcha fotoquimica................ 65
Ficha de observacion Ad Hoc de prueba de solubilidad ................. 67

Ficha de observacion Ad- Hoc de recolecciéon de datos.................. 69



RESUMEN

Este trabajo de investigacién tuvo como objetivo principal evaluar la actividad
antimicrobiana in vitro del extracto etandlico de las hojas de Tagetes Minuta
(huacatay) en cepas de Pseudomona aeruginosa. Este estudio es de tipo

transversal de nivel descriptivo, y de disefio experimental.

En las pruebas de screening fitoquimico, se determind que el extracto si presenta

metabolitos secundarios como alcaloides y flavonoides.

Los resultados evidencian que el extracto etandlico a la concentracion de 20mg/ml
si presenta efecto antimicrobiano, frente a cepas de Pseudomona aeruginosa
(sensibilidad baja); a la concentracion de 50mg/ml presenta efecto antimicrobiano
de sensibilidad media; y a la concentracion de 80mg/ml presenta una sensibilidad
alta. Por otro lado, al realizar una comparacion con el farmaco gentamicina 40mg/mi
presentd menor actividad antimicrobiana ante las cepas de Pseudomona
aeruginosa. Por lo tanto, el extracto etandlico de las hojas de Tagetes minuta L
(huacatay) presentd efecto antibacteriano in vitro en cepas de Pseudomona

aeruginosa con mayor efectividad.

Palabras clave: Efecto antimicrobiano; extracto etandlico; huacatay; hojas de

tagetes minuta



ABSTRACT

The main objective of this research was to evaluate the in vitro antimicrobial activity
of the ethanolic extract of the leaves of Tagetes Minuta (huacatay) in strains of

Pseudomana aeruginosa.

This study is of an application type, transversal of descriptive level, and of

experimental design.

In the phytochemical screening tests, it was determined that it does present
secondary metabolites such as alkaloids and flavonoids.

The results show that the huacatay does have an antimicrobial effect against
Pseudomonas aeruginosa strains and at a concentration of 20mg / ml (low
sensitivity), at the concentration of 50mg / ml it has an antimicrobial effect (medium
sensitivity); and at a concentration of 80mg / ml, it has a high sensitivity. When
compared to the drug gentamicin 40mg / ml, it had less antimicrobial activity against
the Pseudomonas aeruginosa strains. Therefore, the ethanolic extract of the leaves
of Tagetes minuta L (huacatay) ) showed an antibacterial effect in vitro in strains of

Pseudomonas aeruginosa with greater effectiveness.

Keywords: Antimicrobial effect; Ethanolic extract; huacatay; sheets of tagetes

minuta



INTRODUCCION

El Tagetes minuta L. o popularmente conocido como Huacatay es una planta
proveniente de la familia Asteraceas, la cual se utiliza en la gastronomia, es el
componente por excelencia. Asimismo, el huacatay contiene cualidades que

cumplen la funcién de: fungicida, pesticida y otros.

Durante la elaboracion de esta investigacion, se prepar6 una parte de los extractos
etandlicos a través de maceracion del vegetal y los subextractos etéreos y
cloroférmicos para identificar las agrupaciones fitoquimicos, y con la intervencion
de los extractos por medio del método de Mitscher, frente a microorganismos como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella gallinarum, Klebsiella
pneumoniae, Candida albicans y Pseudomonas aeruginosa, para comprobar el
efecto antimicrobiano®®

El uso de las plantas como herramientas medicinales se da desde tiempos
ancestrales para curar el conocido mal de ojo, empacho y enfermedades. Desde
épocas legendarias, la clasificacion de plantas medicinales estuvo relacionada con
elementos morfologicos caracteristicos de las hojas, raices y planta con la

formacion de los 6rganos humanos®.

De acuerdo a lo sefialado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), alrededor
del 80 por ciento de la poblacién recurren al uso de las plantas medicinales como
una segunda opcion para contrarrestar dolencias y enfermedades; por ello, hay
guienes tienen una gran relevancia en el sector salud; en consecuencia, aumenta

los medicamentos herbolarios y otros preparados a base de extractos y vegetales®).

Bajo estas premisas, se desprende el siguiente problema: ¢ El extracto etandlico de
Tagetes minuta (Huacatay) presenta efecto antimicrobiano, in vitro, en cepas de
Pseudomona Aeroginosa? En esta orientacion, el estudio en su desarrollo tiene la

siguiente estructura secuencial:

En el capitulo I, se desarroll6 el planteamiento y formulacién del problema de

estudio; en el capitulo Il, se presentan los antecedentes nacionales e



internacionales y las bases tedricas que corresponden a las variables de estudio

respectivamente; asi mismo, se realiza la definicion de términos relacionados.

En el capitulo 111, se plantea la Metodologia de la investigacion; aqui se explican las
técnicas e instrumentos de recoleccion de datos y fundamento de los equipos
utilizados en la investigacion. Asi mismo, el procesamiento y analisis de los datos

estadisticos.

En el capitulo IV, se detalla la discusion de los resultados y se realiza la
comprobacién de la hipétesis. Finalmente, en el Capitulo V, se sefialan las
conclusiones y recomendaciones y se indican, ademas, los anexos

correspondientes.



CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de larealidad problemética

En la época contemporanea, el indice de natalidad aumenta desmesuradamente,
lo que produce un incremento considerable de enfermedades, las cuales, con el
pasar del tiempo, toman fuerza y son producidas por hongos, virus, bacterias, entre

otros.

La utilizacion excesiva y frecuente de farmacos origina que los virus y bacterias de
fortalezcan; por lo tanto, produce una resistencia microbiana, es decir, con el

tiempo, los antimicrobianos no tendran efecto en las personas.

La infeccion esta vinculada con la contaminaciéon a través de laboratorios,
detergentes, grifos de agua y otros. Es destacable la resistencia de las
pseudomonas, ya que pueden permanecer por un largo tiempo. No es inusual
encontrarla, por ejemplo en la microflora usual de personas que no padecen

enfermedades.®

La Organizacién Mundial de la Salud destaca la importancia que tienen las plantas
medicinales y la medicina ancestral, ya que, especialmente en los sectores
poblacionales que no cuentan con los recursos suficientes para adquirir farmacos
o0 medicina costosa, por ello recurren a la medicina natural, pues resulta mas

econdmica y tiene efectos positivos®).

La Pseudomona aeruginosa forma parte del modelo de la multirresistencia
producida por la resistencia natural a los betalactamicos, tetraciclinas, cloranfenicol
y otros. De igual forma, ocurre la implementacion de resistencias logradas con gran
fluidez. Pertenece a uno de los patbgenos mas relevantes, pues existe una gran

cantidad de aislamiento producto de brotes de infecciones intrahospitalarias. Los



episodios de neumonia; bacteriemias son muy usuales en la seccién de cuidados

intensivos .

Ante la deficiente investigacion cientifica sobre el huacatay y su gran importancia,
se desarrolla este estudio con el propdsito evaluar la actividad antimicrobiana in
vitro del extracto etandlico de las hojas de Tagetes minuta (Huacatay) en cepas de
Pseudomona aeruginosa y cuantificar la presencia de flavonoides los cuales nos

brindaran sus beneficios en la salud.

1.2 Identificacién y formulacion del problema

1.2.1 Problema general
¢El extracto etandlico de las hojas de Tagetes minuta (huacatay) tendra

actividad antimicrobiana en cepas de Pseudomona aeruginosa in vitro?

1.2.2 Problemas especificos

1. ¢Elextracto etandlico de las hojas de Tagetes minuta (huacatay) tendra
metabolitos secundarios que genere actividad antimicrobiana en cepas
de Pseudomona aeruginosa in vitro?

2. ¢Existird una concentracion optima del extracto etandlico de las hojas
de Tagetes minuta (Huacatay) que genere un efecto antimicrobiano in
vitro por el método de difusion en Agar?

3. ¢Cual seré el efecto antimicrobiano del extracto etandlico de las hojas
de Tagetes minuta (Huacatay), in vitro, con el método de difusion en

Agar en comparacion con el farmaco de Gentamicina?
1.3 Objetivos de la investigacién
1.3.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del extracto etandlico de las hojas

de Tagetes minuta (Huacatay) en cepas de Pseudomona aeruginosa.



1.3.2 Objetivos especificos

1. Identificar si el extracto etandlico de las hojas de Tagetes minuta (Huacatay)
presenta metabolitos secundarios que genere efecto antimicrobiano.

2. Precisar la concentracién del extracto etanolico de las hojas de Tagetes minuta

(Huacatay) con efecto antimicrobiano in vitro por el método de difusiéon en Agar.

3. Comparar el efecto antimicrobiano del extracto etandlico de las hojas de Tagetes
minuta (Huacatay), in vitro, por el método de difusién en Agar con el del farmaco de

Gentamicina.

1.4 Justificacion del tema

El trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar si el extracto etandlico
de las hojas de Tagetes minuta (Huacatay) presenta efecto antimicrobiano, in vitro
en cepas de Pseudomona aeruginosa. Estos resultados nos permitiran contribuir a

la ciencia médica, ya que no existen estudios al respecto.

La bacteria Pseudomona es causante de grandes problemas médicos como las s
infecciones a los pulmones, vias respiratorias, vias urinarias, tejidos blandos vy

producir sepsis que puede llegar a la muerte.

En estos ultimos tiempos, esta bacteria Gram negativa esta siendo gran resistencia
a los tratamientos farmacolégicos es por ello, también, que nos vemos en la

necesidad de buscar, en las plantas, un tratamiento que pueda combatirla.

La Organizacién Mundial de la Salud indica que la Pseudomona Aeruginosa es una
bacteria que se encuentra en la lista de “patdgenos prioritarios” resistentes a los
antibioticos estas bacterias multiresistentes son muy dafiinas y por lo general,
rondan por los hospitales, lugares de reposo para adultos mayores y otras personas
gue requieran de una atencién con tecnologia como los ventiladores y catéteres

intravenosos® .



Por ello, en la busqueda de una solucién, buscamos trabajarlo con el extracto
etandlico de las hojas de la Tagetes Minuta (Huacatay) como un posible tratamiento

para este tipo de bacterias.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

2.1.1 Antecedentes nacionales

Segovia y Suarez (2010)®realizaron un estudio titulado “Composicion
quimica de Tagetes elliptica Sm y determinacibn de su actividad
antibacteriana, antifungica” .En el estudid, se empled el método de destilacién
por arrastre de vapor de agua y acto siguiente fue inducido a un analisis
fisicoquimico. Se us6 el método de difusién y dilucién en agar con el objetivo
de determinar la actividad antibacteriana y la Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI), respectivamente, frente a los siguientes microorganismos: S. aureus,
S. epidermidis (cepa clinica), B. subtilis (cepa ambiental), E. coli (cepa clinica),
P. aeruginosa, Klebsiellasp. (Cepa clinica) y C. albicans. Del total de las
muestras procesadas, el aceite esencial mostré actividad antibacteriana frente
a 5 cepas bacterianas, mostrandose Klebsiella resistente, como resultado de
la demostracion menor de 18 mm de halo de inhibicién en funcion a la
Candidaalbicans, donde el aceite pudo establecer una significativa actividad

antifangica.

Vargas (2013)™9realizé un estudio titulado “El objetivo del presente trabajo
fue determinar la actividad antibacteriana del aceite esencial de Tagetes
minuta —Huacatayll o —Chinchull frente a Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus y Salmonella typhi. Las plantas de T. minuta fueron recolectadas de
laprovincia de Yungay, Region Ancash. El aceite esencial fue obtenido a partir
de las hojas mediante la destilacion por arrastre de vapor. La actividad
antibacteriana se determin6 por el método de difusion en agar, en el cual se
observa que S. aureus a la concentracion de aceite esencial de 5% forma un
halo de inhibicion de 17.72 mm y al 10% de 22.97 mm; y para B. cereus el

promedio del diametro del halo de inhibicién del crecimiento al 5% y 10% de



aceite esencial de T. minuta son 28.55 mm y 39.62 mm respectivamente. Asi
mismo para S. typhi el halo de inhibicion del crecimiento producido por el
aceite esencial de T. minuta al 5% es de 17.78mm y 24.28 mm al 10%. Para
los tres microorganismos ensayados a medida que se incrementa el
porcentaje de aceite esencial aumentan los halos de inhibicion. La
concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de Tagetes minuta se
determiné por el método de dilucién en agar, siendo para S. aureus de 1.25
ML/mL, mientras que paraB. cereus y S. typhi es de 2.5uL/mL. Por lo tanto; el
presente estudio permite afirmar que el aceite esencial de Tagetes minuta,
obtenido mediante el método de destilacion por arrastre de vapor; posee

efecto antibacteriano sobre S. aureus, B. cereus y S. typhi.

Bazan (2014)Y realizd un estudio titulado “Esta investigacion tiene como
objetivo determinar las caracteristicas farmacogndsticas de sus hojas”, asi
como también la cuantificacion de los flavonoides totales presentes en el
extracto fluido de dichas hojas. Para ello se recolectaron muestras de la planta
del caserio Pedregal, de la provincia Trujillo, region La Libertad,
determinandose inicialmente las caracteristicas macromorfologias y sus
parametros fisico-quimicos: porcentaje de humedad residual, cenizas totales,
cenizas insolubles en acido, cenizas solubles en agua y materia extrafia.
Ademas, se realizé la huella dactilar del extracto hidroalcohdlico y el tamizaje
fitoquimico segun la prueba de la Gota. Finalmente, se cuantificé flavonoides
mediante espectrofotometria UV/Visible a 256 nm. Los resultados obtenidos
fueron: materias extrafias 0.128 %, humedad 8.70%, cenizas totales 16.78%,
cenizas insolubles en acido 2.09%, cenizas solubles en agua 14.7%,
sustancias solubles en agua 35.16%, en alcohol a 30° GL 31.62%, en alcohol
a 50° GL 31.50%, alcohol a 70° GL 21.27%, solidos totales en macerado 1.15
g/100mL, solidos totales en extracto fluido 4.0 g/100 mL. En el tamizaje
fitoquimico, arroj6 positivo: esteroles, triterpenos, alcaloides, taninos y

flavonoides.

Pimentel et al. (2015)1?realizaron un estudio titulado “Actividad
antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Origanum vulgare (orégano),

Tagetes elliptica (chincho) y del Tagetes minuta (huacatay) comparado con

8



Clorhexidina al 0.12% y Colgate Plax frente a cepas de Lactobacillus
acidophilus ATCC 43121 y Porphyromonas gingivalis ATCC 33277”. Material
y métodos: Se evalud la actividad antimicrobiana mediante el método de
Difusibn en Agar, Minima Concentracién Inhibitoria y Técnica Pour Plate
(Técnica de Vertido en Placa). Conclusiones: Existe actividad antibacteriana
in vitro del extracto etandlico de Origanum vulgare (orégano), Tagetes elliptica
(chincho) comparado con Clorhexidina al 0,12% y Colgate Plax frente a cepas
de Lactobacillus acidophilus ATCC 43121 y Porphyromonas gingivalis ATCC
33277; asimismo el Tagetes minuta (huacatay) tiene efectividad con esta

dltima cepa bacteriana.

2.1.2 Antecedentes internacionales

Felice et al (2004). “Actividad antibacteriana del aceite esencial de Tagetes
minuta (huacatay) contra las bacterias evaluadas con valores de
concentracién minima inhibitoria (CMI) de 6,25 — 25 pug/mL para bacterias
Gram positivas y de 25- 50 ug/mL para bacterias Gram negativas”. Ademas,
la identificacion de los niveles de presencia de dihidrotagetonas, tagetonas, y
ocimenonas, contendidas en esta planta, tendrian relacion con la propiedad
antibacteriana identificadas. Otras pruebas determinaron que el extracto de
hojas de Tagetes lucida posee actividad contra bacterias Gram positivas.
Otras Investigaciones relacionados con la etnofarmacologia y composicion
guimica de los aceites esenciales estan reforzando los conocimientos de sus
propiedades de accién antibacteriana y antioxidante de sus propiedades de

accion antibacteriana y antioxidante.

Tereschuk (2005)% realizaron un estudio titulado “los flavonoides
mayoritarios del género Tagetes extraidos de hojas y flores de T. minuta, T.
pusilla y T. ternifiora fueron agliconas como patuletina, quercetina,
quercetagetina, isoramnetina”. Se traté de determinar el mecanismo de
accion, como antimicrobiano, del flavonolquercetagetina, una de las agliconas
mas ampliamente distribuida en el género Tagetes, atribuyéndosele una
potente actividad inhibitoria frente a todas las enzimas ADN polimerasas a, B

y ADN polimerasa | de E. coli, asi como, frente a la enzima ARN

9



2.2

polimerasa.Las propiedades biolégicas de los flavonoides fueron descritas por
primera vez por Szent—Gyorgyi (Premio Nébel 1938) reportando que los
flavonoides de la cascara de Citrus resultaban efectivos en la prevencion de
la fragilidad capilar y el sangrado asociados con el escorbuto y los llamo

“vitamina P”.

Uvidia (2012)9 realizé un estudio titulado “ Determinacion de la actividad
antimicrobiana de los extractos etanolicos”. Se obtuvieron los extractos
etandlicos por maceracion de toda la planta y fueron concentrados en
rotavapor. Los subextractos se extrajeron en embudo de separacion con una
alicuota del extracto etanolico y éter etilico inmiscible, la fase superior es el
éter. Se procedio igual con el cloroformo, la fase inferior es el cloroformo; se
elimind los solventes y se tuvo los subextractos. Por reacciones de coloracion
0 precipitacion se comprobo la presencia de aceites esenciales, flavonoides y
terpenoides en los extractos etandlicos. Utilizando el método de Mitscher se
determiné la actividad antimicrobiana de los extractos frente a Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 9637, Salmonella gallinarum
ATCC 9184, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Candidaalbicans ATCC
10231 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Se comprob6é que los
extractos etandlicos y subextractos etéreos y cloroférmicos de las especies
estudiadas si presentan actividad antimicrobiana; por ello, que se recomienda

continuar con los estudios para determinar otras actividades biolégicas.

Bases teodricas

2.2.1 Tagetes minuta (Huacatay)

Tagetes minuta, conocida en el Peru comunmente como “huacatay”, es una
hierba de caracter anual, perteneciente a la familia de las Asteraceas, en su
tamafio vertical puede medir hasta cincuenta centimetros de altura; sus hojas

poseen una forma lanceolada, dentadas y producen un olor intenso. Su
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produccion se extiende a todas las regiones del Perd. También crece en las
zonas yungas Y valles altos pertenecientes a Bolivia. El popular nombre de
“‘huacatay” tiene como origen a la palabra quechua del mismo nombre, el
mismo que su usa en diferentes partes de la serrania peruana.

Las especies del género Tagetes proceden de la tribu Tageteae que posee
dieciséis géneros, y tienen como origen a la familia de las Asteraceae. La
denominacién de Tagetes, en un principio, fue dado por el filésofo Apuleus,
durante el S. Il, como muestra de admiracion al Dios Etrusco Tages por sus
bellas flores. Tiempo después el nombre fue tomado por Leonhartus Fuchius
sefalado en su tratado titulado “Historia Stirpium”, durante el S. XVI. Este
género Tagetes posee aproximadamente sesenta especies, entre las que
destaca la especie: “Tageteselliptica Sm, asimismo de T. erecta, T. minuta,
T. pusilla, T. lucida, T. patula, y T. terniflora, siendo las mas notables por su
utilizacion en la elaboracion de alimentos, como condimento, extraccion de
pigmentos, medicinamientos tradicionales y enemigo de nematodos
fitoparasitos”(19),

Tageteselliptica Sm también es denominada como “chincho”, “chinchu” o

“chikchimpa”, la cual es utilizada como condimentos 7).

2.2.1.1 Descripcion botanica

El Tagetes minuta L., proviene de la familia de las Asteraceas, Especie
herbacea ascendente y no muy ramificada que puede llegar a medir
hasta 50 cm. Sus hojas son lanceoladas, dentadas y un olor fuerte;
mide de 1,2 a 2,5y hasta 5 cm de largo por 0,2 hasta 0,7 mm de ancho.
Presenta cabezuelas (inflorescencia de flores densas, sésiles, sobre
una estructura parecida a un cojin), en corimbos (flores a una misma
altura, pero con pedicelos de diferentes longitudes), pedunculos
(sostén de la inflorescencia) de 0,1 a 0,5 cm de largo, involucro (grupo
de hifas que rodean a la inflorescencia) de 0,7 a 1 cm de largo por 0,15
a 0,3 cm de ancho.

Es una Hierba anual, erecta, glabra, de olor penetrante, persistente
pero agradable crecer hasta 1,8m de altura. Tiene pinnatisectas con 4-
8 pares de segmentos lanceolados, aserrados y segmento terminal

algo mayor. Las flores son de color amarillo, se disponen en cimas
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corimbiformes compactas conteniendo bolsas oleiferas. Se propaga
muy bien por semilla. Es muy facil de observar creciendo en muchas
macetas en el jardin(8),

El fruto es una capsula (fruto simple, seco que abre al madurar) desde
0,45 hasta 0,7 cm de largo. La planta se propaga por semillas. Estas
requieren luz para germinar, su temperatura 6ptima es de 25°C (8,
Son plantas habitualmente herbaceas arbustivas, en otros casos
pueden ser lianas o arboles. Esta planta se expande en todos los
lugares del mundo.

Tiene una inflorescencia a manera de capullos, de flores abundantes
gue circulan las bracteas cuya agrupacion se denomina involucro.
Dentro de un mismo capullo puede haber flores de distinto sexo y
forma. La flor puede ser unisexual o hermafrodita; mientras que el céliz
esta conformado por pelos llamados papus o vilano. Ademas, puede
estar conformado por escamas; la corola es tubular y su parte superior
concluye en 1, 2 o 5 labios. Su fruto corresponde a un aquenio
coronado por el papus utilizado para la dispersion. Las Asteraceas

ostentan familias cuantiosas de vegetaciones con flores(9),

Figura 1: Tagetes minuta L.

Fuente: Francisco Rodriguez

2.2.1.2 Taxonomia

Reino: Plantae
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Subreino: Traqueobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Género: Tagetes

Especie: Tagetes minuta L

2.2.1.3 Antecedentes etnofarmacoldgicos

La practica de la medicina popular o habitual constituye una alternativa
fundamental frente a los productos medicinales denominados
sintéticos, de este modo a partir de una variedad de plantas
medicinales se han obtenido y se consiguen diversas propiedades
activas, ubicados en el fruto, raices, tallos y hojas, en plantas, donde
se encuentra incluido el huacatay, a través de procedimientos técnicos
de extraccion: acuosa, alcohdlica, hidroalcohdlica, asi como de

técnicas de destilacion o coccion®9),

2.2.1.4 Estudio fitoquimico

Investigaciones elaboradas sobre T. multiflora determinaron la
existencia significativa de los siguientes elementos: En mayor
porcentaje con un 47% esta tagetona (47%), (E)- ocimenona (17%),
(2)-B-ocimenona (15%) y en menor cantidad, con un 8% de presencia
se encuentra la dihidrotagetona (8%). De esta forma, T. erecta L.
adquiere la estructura quimica y la actividad de su aceite esencial®®).
Se determiné que los elementos quimicos poseen actividad

antibacteriana y antioxidante.

2.2.1.5 Composicion quimica

13



La estructura quimica de las diferentes especies vegetales no son
semejantes, pues obedecen a componentes intrinsecos como la edad
de la planta, la identidad de las variedades, el estado de las hojas y
componentes extrinsecos a las zonas geograficas, su manera de
cultivo y el medio ambiente.®?)

Contiene flavonoides, acido valerianico, éacido siringico. Etimol,
sustancia responsable de su aroma. - 9 - Planta rica en esencia (0,5%)
gue se resinifica con facilidad, contiene diversos terpenos. El aceite
esencial contiene bitienil, canfeno, cinerina | y Il, citral, &cido formico y
acético, monometilfumarato, jasmolina | y Il, limoneno, linalool, cis-
ocimenona, transocimenona, patulitrina, feniletanol, a y B pineno,
piretrina | y Il, quercetagetrina, salicaldehido, &acido siringico, tagetona,
cis-tagetona, dihidrotagetona, tiofeno y acido valerianico.®®

2.2.1.6 Propiedades medicinales y uso tradicional

Es un excelente digestivo y antiparasitario, posee actividad
antimicrobiana, antifingica, insecticida, acaricida y antioxidante
comprobadas. Estudios revelan su eficacia para eliminar las larvas de
Aedes a Egypti, el mosquito vector del dengue vy la fiebre amarilla, y la

mosca de la fruta@9.

2.2.2 Pseudomonas aeruginosa

Es considera como la especia vital y con un significativo nivel de produccion
de infecciones en el humano. Méas del 50% de los las sustancia en estado de
aislamiento clinico ocasiona piocianina, un pigmento que otorga un color azul-
verdoso al medio de cultivo. Obtienen un olor dulzén producto de 2-
aminocetofenona y, algunas veces, las colonias exhiben un brillo metalico.
Denota una exclusiva inclinacion por las zonas humedas (equipos
respiratorios, desinfectantes, las piscinas de fisioterapia.). El mayor nimero
de infecciones conlleva ser hospitalizada, y en pacientes inmunodeprimidos o
con alteraciones de las barreras normales -piel y mucosas- (quemaduras /

cirugia / cateterismo / intubacién)®3,

2.2.2.1 Morfologia
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Células aisladas, rectas o curvadas, bacilares, pero no helicoidales.
Dimensiones de 0,5 a 1um por 1,5 a 4 um. moviles por flagelos polares,
monotricos o multriticos. No producen vainas ni prostecas. No se
conocen etapas de reposo. Gram negativos, quimioorganotrofos y

aerobios estrictos(@4),

2.2.2.2 Patogenia

Tiene la particularidad de producir enfermedades producto de sus
caracteristicas toxigénicas e invasivas, puesto que pueden generan
exotoxina termolabil. Poseen una fuerte resistencia ante los
antibioticos(??),

Ostentan un nivel alto de susceptibilidad ante las infecciones
ocasionadas por estos microorganismos provenientes de los lactantes
y prematuros, pacientes quemados, y los que han experimentado
intervenciones quirdrgicas o diagnosticas. La P. aeruginosa produce
infecciones de heridas, meningitis, septicemia, infecciones urinarias,

neumonia, otitis, conjuntivitis y otros®).

2.2.2.3 Caracteristicas de cultivo de P. Aeruginosa

El caldo sencillo se procesa en abundancia, forma una enérgica
turbiedad, anillo y pelicula, conforma un denso agrado similar al polvo
de tiza que se desintegra sin problema, el particular olor fuerte es
producto de la trimetil- amina, el medio se torna de coloracion
verdeazulado. En agar simple, las colonias son inmensas, circulares,
brillantes, de borde perenne u ondulado, grisaceas con el centro opaco
y periferia traslucida, pH 6.8 a 7.2, la colonia no adquiere un color por
el pigmento elaborado, este se propaga al medio suministrandole una
coloracion verdosa fluorescente durante primeros dias, Yy

consecutivamente parda(®,

2.4 Formulacién de hipotesis
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2.4.1 Hipotesis general

El extracto etandlico de las hojas de Tagetes minuta (Huacatay) si tiene

actividad antimicrobiana en cepas de pseudomona aeruginosa in vitro.

2.4.2 Hipotesis especificas

1. Existen metabolitos secundarios con mayor presencia en el extracto

etandlico de las hojas de Tagetes minuta (Huacatay) que generan

efecto antimicrobiano

2. Si existe una concentracion del extracto etandlico de las hojas de

Tagetes minuta (Huacatay) con efecto antimicrobiano in vitro por el

método de difusidbn en Agar que genera en cepas de Pseudomona

aeruginosa.

3. Existe en el extracto etandlico de las hojas de Tagetes minuta

(Huacatay) efecto antimicrobiano in vitro por el método de difusion en

Agar comparado con el farmaco de Gentamicina).

2.5 Operacionalizacion de variables e indicadores

V.Independiente

V. Dependiente

Extracto etandlico de las hojas de
Tagetes minuta (huacatay)

Efecto antimicrobiano en cepas de

Pseudomona aeruginosa.

Indicadores

Indicadores

Grado de Concentracion

Halo de Inhibicion

2.6 Definicién de términos basicos

Planta Medicinal:

Es un recurso biologico, a veces se usa por completo, en otros Unicamente se utiliza

alguna parte, flores, fruto, tubérculo, etc. del elemento optado, se adquieren

extractos que utilizan para el tratamiento de alguna afeccion como, por ejemplo: la

afliccion de estbmago, dolor de cabeza, hinchazon y otros. Algunos la denominan
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como medicina tradicional; la accion terapéutica (alivio o mejora), se produce por la

adquisicion de principios activos @b,

Actividad Antibacteriana: Se entiende por la accion que ejerce un factor externo

sobre el crecimiento microbiano®.

Cepa Pseudomona aeruginosa: es un bacilo Gram negativo movil gracias a su
flagelo polar, Es un patdgeno oportunista que rara vez causa enfermedad en
individuos sanos; en caso de producirse esta , suele manifestarse en infecciones

de la piel, otitis, neumonia y enfermedades nosocomiales®.

Efecto Antimicrobiano: es una sustancia que elimina microorganismos o inhibe

su crecimiento, tales como bacterias, hongos®.

Fitoterapia: requiere de productos de origen vegetal con el objetivo de prevenir,
curar y aliviar la serie de sintomas y enfermedades. Contribuye con las llamadas
conocidas popularmente como terapias naturales. Una buena parte de la diversidad

de usos se hace en forma de autoconsumo®.

Solubilidad:
Capacidad de disolucion de un compuesto quimico; depende de la forma en que se
encuentran: Aglicones libres (son insolubles en agua) o heterésidos (son solubles

en agua y mezclas hidroalcohdlicas e insolubles en disolventes organicos)®-

Maceracion

La maceracion es el proceso de contacto continuo en un tiempo determinado de la
droga con el menstruo formando un grupo uniforme mezclado en el cual el menstruo
reacciona conjuntamente en la totalidad las fracciones de la droga, transitando por
medio de todas las direcciones y sentidos y disolviendo sus principios activos hasta

causar una concentracion en equilibrio con la del contenido celular®.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

3.1 Tipo de Investigacion

La investigacion de acuerdo a sus caracteristicas responde al tipo de estudio
experimental. Para Hernandez, Collado y Baptista los disefios experimentales son
los que permiten la manipulacion intencionada de una o0 mas variables
independientes para analizar las consecuencias que se generan en la variable
dependiente. Segun esta propuesta, en este estudio, se manipulé de manera
intencionada la variable independiente: Extracto etandlico de las hojas de Tagetes
minuta (huacatay) para luego analizar las consecuencias de manipulacién que se
generaran en la variable dependiente: Efecto antimicrobiano, in vitro. Ademas, la
investigaciéon fue de enfoque cuantitativo, ya que se presentaran los resultados a
través de mediciones numéricas para probar las hipétesis planteadas en este

estudio®@®),

En este sentido, de acuerdo a las condiciones y al alcance del estudio es una
investigacion de tipo:

Transversal: Porque el estudio se ejecutd en un momento determinado, ya que las
variables se observaron en una sola circunstancia luego de un reducido lapso de
tiempo con una aproximacion de 24 horas posterior del cultivo.

In vitro: Porque la investigacion se realizé con pardmetros controlados, en medios
de cultivo, acondicionadas para el desarrollo de las bacterias y las condiciones

investigadoras intencionalmente manipuladas @.

3.2 Disefio de Investigaciéon

La investigacion responde al disefio cuasi experimental, donde el estudio se
desarrolla con grupos ya formados, no aleatorizados. Estos disefios se aplican a
situaciones reales en los que no se pueden formar grupos aleatoriamente, pero
pueden manipularse la variable experimental (Hernandez et. Al 2006:203) y
responde al siguiente disefio:
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C o1 - 02
Donde:
E : Grupo experimental
C : Grupo control

O1: Preprueba
X V.independiente
O2: postprueba

La investigacion en su disefio, ademas, obedece al criterio transversal, debido
a el procedimiento experimental se desarroll6 en un periodo de tiempo
preestablecido, abril —mayo2018; las mismas que se ejecutaron en los
ambientes del laboratorio de la UPCH

3.3 Poblacién y muestra

3.3.1 Poblacion
Corresponde a los agares con cepas de Pseudomona aeruginosa. Se realiz6

el ensayo con la planta del “Huacatay”.

3.3.2 Muestra
e Extracto etandlico de las hojas del Huacatay para las pruebas de
Screnning Fitoquimico, Cromatografia en capa fina, Prueba de
Flavonoides Totales por espectrofotometria UV-VIS y Prueba de
Solubilidad.

3.4 Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos
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3.4.1 Técnica

«  Screenning Fitoquimico
Estos ensayos se pueden verificar sobre la misma droga; en forma
entera, pulverizada o como es mas frecuente en extractos que se
pudieron obtener de diferentes procedimientos de extraccion de la
planta y con diferentes solventes.
Son ensayos de tipo cualitativo que permiten la identificacion de la
droga a estudiar, es por lo general la presencia de determinados
compuestos especificos derivados del metabolismo secundario de la
planta.
También para los ensayos de metabolitos secundarios se les hace
prueba, pero van a hacer comunes a todas las plantas es por eso que
carece de interés diagnostico.
Las pruebas para el screenning fitoquimico comprenden reacciones de
identificacibn ~ (coloreadas, de  precipitacién, fluorescencia,
microsublimacion).
El procedimiento es poner de 2 a 5 mL del extracto de “Huacatay” en
los tubos de ensayo para luego agregar de tres (03) a cinco (5) gotas

de los reactivos para la identificacion de los metabolitos(*®).

« Prueba de Cromatografia en capa fina (CCF)

Se le denomina de esta forma a las técnicas de andlisis basicas, ya que
para la ejecucién la muestra no debe ser mucha. Por lo general la
utilizan para medir indicadores en los productos naturales.

También es usado para el ensayo semicuantitativo contrastando el
nivel de manchas vistas con estandares apropiados.

La localizacion de estos elementos, de forma aislada, usualmente es
producto de métodos particulares o generales, pues la luz ultravioleta
detecta los compuestos que se encargan de absorber la longitud de

onda larga 365nm y de onda corta a 254 nm®2.

3.5 Equipos, materiales y reactivos
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3.5.1

Equipos

Para el trabajo se utilizaron los siguientes equipos:

3.5.2

Balanza Gramera. Para el pesado de las hojas del Huacatay.

Balanza Analitica. Para el pesado de las dosis del Huacatay.

Estufa. Para el secado de las hojas del Huacatay.

Rotavapor. Para la extraccion de alcohol de las hojas del Huacatay.
Espectrofotdmetro UV-VIS. Para la cuantificacion total deflavonoides
Plancha de calentamiento. Para el secado de las placas
cromatografias.

Luz UV 254 y 366 nm. Para ver las manchas de alcaloides autoclave
Incubadora

Vernier

Materiales

Se utilizaron los siguientes materiales:

Material estéril de Laboratorio
Papel Kraft

Matraz Erlenmeyer 250 y 500 mL
Embudo de vidrio

Papel filtro

Tubos de ensayo

Pipetas

Fiolas de 50 mL

Pera de bromo de 250 mL
Estandar de Quercetina
Estandar de Cafeina

Pipeta de 25 mL

Sacabocado

Placas Petri

Micropipetas de 100 uL
Tubos de ensayo de 15 x 150
Mechero

Asa de Kolle
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3.5.3 Reactivos
Para el trabajo, se utilizaron los siguientes reactivos:
- De Mayer
- De Wagner
- De Dragendorff
- De é&cido Fosfowolframio
- De Sonneschein
- De Reineckato
- De Shinoda (magnesio + &cido clorhidrico concentrado)
- De Cloruro Feérrico
- De gelatina al 1%
- Hidréxido de sodio al 5% (Reaccion de Bortranger)
- De Ninhidrina
- De Fehling A
- De Fehling B
- De Lugol
- De Tricloruro de Aluminio al 2%
- Reactivo 2,4 DNPH
- Reactivo Metanol: Agua (25:75)
- Metanol
- Etanol
- Acetato de sodio 1 M
- Agua destilada
- Alcohol de 96°C
- Cloroformo
- Isopropanol
- Reactivo BAW (Butanol: Agua : AAG) (4:3:1)
- Acido sulfarico 2 N
- Hidroxido de sodio al 10%
- Agar Dextrosa Sabouraud (Merck)
- Solucion salina fisiolégica
- Caldo Tioglicolato
- Dimetil sulfoxido (DMSO)

- Control Positivo “Fluconazol”
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3.5.4 Material bioldgico
Pseudomona aeruginosa ATCC 9027

3.6 Procedimiento experimental

Preparacion de la muestra

Las hojas de Tagetes minuta L. fueron recolectadas en el distrito de Chaclacayo,
region Lima, en forma de tallos con un pesos de 20 kg. En el laboratorio de
farmacognosia de la UPCH, se procedi6 a limpiar, seleccionar y separar las hojas
con cuidado para el secado de las hojas se utilizo papel kraft para su posterior
secado.

Luego, se llevé a la estufa a T 40°C, utilizando esa temperatura para no alterar la
calidad de los metabolitos presentes.

Una vez ya seca las hojas de Tagetes minuta L. son molidas manualmente, lo cual

obtuvimos un peso de 500 gr de hojas totalmente secas.

Obtencion del extracto etandlico

El extracto etandlico se obtuvo por maceracion, de las hojas de Tagetes minuta L.
(500 gr) en 1.5 Lt de etanol durante 2 semanas renovando el solvente cada semana
y con agitacion constante. Al término de la extraccion, se filtr el extracto etanolico
con papel Whattman para no dejar pasar las hojas y solo liquido para nuestro
analisis.

Posteriormente, se llevd la muestra al rotavapor, equipo que es utilizado para la
evaporizacion del solvente. Este trabajo es a una T controlada que no debe exceder
a 50 °C, después de un tiempo transcurrido, la muestra es llevada a la estufa a
40°C para obtener el extracto seco en forma de melcocha, obteniéndose un total

de 30 g. de extracto puro de Tagetes minuta L.

Screnning Fitoquimico: Metabolitos Secundarios
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A. Prueba para alcaloides

Para la prueba de identificacion de alcaloides se realizan ensayos generales como
son (Wagner, Mayer, Dragendorff, Scheibler, Sonneschein y Reineckato) sobre el
extracto de “Huacatay”, se considera que hay presencia de alcaloides si se obtienen
cuatro resultados positivos de los ya citados.

Reactivo de Mayer. (Yoduro de mercurio y potasio), es de color blanco o crema en
el momento en el que se agrega tres o cinco gotas de acidulada del extracto.
Reactivo de Wagner. (yodo-yoduro de potasio), cuando se le afiade tres o cinco
gotas se pone de color marrén.

Reactivo de Dragendorff. (Yoduro de bismuto y potasio), en el momento en el que
agrega tres a cinco gotas de solucion acidulada del extracto, entonces se pondra
de color rojo a naranja.

Reactivo de Scheibler. (Acido fosfortungtico), cuando se le afiade de tres a cinco
gotas, entonces adquiere un color blanco.

Reactivo de Sonneschein. (Acido fosfomolibdico), en el momento en el que se
afade de tres a cinco gotas, cambia de coloracion a naranja.

Reactivo de Reineckato. (NH4 [Cr (NH3)2(SCN)4]2H20) da un precipitado

floculante color rosa cuando se agrega de 3 a 5 gotas.

B. Prueba de Flavonoides y Compuestos Fendlicos

Las plantas condensan una gran pluralidad de elementos fendlicos dadas en la
etapa del desarrollo, estos compuestos productos de la ruta biosintetica del acido
fenilpropanoico.

Es interesante sefialar que este tipo de metabolitos, caracterizada por su
organizacion posee a las antraquinonas, naftoguinonas y taninos, este ultimo es
condensado de un flavonoide como la antocianidina y si es hidrolizable de acidos
fenolicos.

Reactivo de Shinoda. (Limaduras de magnesio + HCI concentrado) presenta un
coloracién de amarillo a rojo a magenta, en el caso de los flavanoles. Seran flavonas
si se presenta una coloraciéon roja, azul o violeta. Si en caso la coloracion fuera
amarilla, entonces, seria isoflavonas. Se deduce que son isoflavononas, chalconas

y auronas si en caso fueran incoloras.
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Reactivo de Cloruro Férrico. (Cloruro férrico disuelto en agua), emanara un color
azul, verde o negro cuando se agrega de tres a cinco gotas, prueba general.
Reactivo de Gelatina al 1%. (Gelatina + cloruro de sodio) da un precipitado blanco
cuando se agrega de 3 a 5 gotas, prueba para taninos.

Reactivo de Hidroxido de sodio al 5% (Reaccién de Bortranger).Para detectar
Antraquinonas y Naftoquinonas, se le afiadira de tres a cinco gotas y luego se

pondra de color rojo.

Metabolitos Primarios

A. Prueba para carbohidratos

Reactivo de Fehling Ay B

Para determinar el nivel de carbohidratos, sera necesario agregar, a la muestra, 5
mL de Fehling A y B para, posteriormente, llevarlo a bafio maria. De esta manera,
la aparicion de un anaranjado ladrillo precipitado sera un indicador de la existencia

de carbohidratos.

B. Prueba para almidén
Reactivo de Lugol
Si existe almidon en la muestra, entonces adquirira el color oscuro luego de afadir

tres gotas de Lugol.

C. Prueba para cetonas y alcaloides
Reactivo de 2,4 Dinitrofenilhidrazina (DNPH)
A la muestra se le agrega una gota de DNPH y se distingue un precipitado amarillo

0 naranja rojizo evidencia las cetonas en la muestra.

Cromatografia en capa fina para alcaloides

Para la ejecucion de este tipo de prueba, es necesario el uso de capa fina para
alcaloides. Se utiliz6 la placa cromatografica de la marca Merck (TLC Silica gel
F254) como fase no permanente para la fase moévil se usé el diluyente de elucién
de Metanol.

Para la comparacion, se aplicd un indicador de cafeina con una concentracion de

10 mg/ mL el cual se inyectd 5 pl, situacion parecida a la muestra del huacatay.
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En la placa cromatografia, se aplicé 5 pl del estandar y de muestra y una vez
concluida la corrida se seca la placa en la plancha de calentamiento hasta la
evaporacion de todo el solvente, para luego aparecer las manchas de
desplazamiento en la luz UV 254 nm. Para determinar los alcaloides encontrados
se procedi6 a rociar el acido sulfurico al 2 % y luego el reactivo de Dragendorff,
como revelador, para una evidencia positiva apareceran manchas naranjas.

La muestra de “Huacatay” dio positivo para alcaloides.

Cromatografia en capa fina para flavonoides

Para la aplicacion de la prueba de cromatografia en capa fina para alcaloides,
durante la etapa temporal, fue necesario la utilizacién de la placa cromatografica.
Mientras que para la etapa permanente se incluyo el solvente de elucién de Butanol,
Agua y acido acético glacial en proporcién de (20:15:5) respectivamente, esta
mezcla se distribuyé en una pera de bromo de 250 mL para luego agitarlo. Se
establecio que la etapa temporal fue mas compacta que la permanente.

Para la comparacion, fue necesario la utilizacién del estandar de Quercetina en una
concentracion de 10 mg/ mL, el cual se inyectd 5 pl a la placa cromatogréfica,
situacion parecida sucedié con la muestra de “Huacatay”.

En la placa cromatogréfica, se aplica 5 pl del estandar y de muestra luego de haber
finalizado la corrida. Acto siguiente, la muestra se sec6 dentro de una plancha de
calor, hasta evaporarse los solventes. Destaca la luz ultravioleta a 254 nm, y utiliza
como indicador de tricloruro de aluminio para una muestra positiva, lo cual es
particular de las manchas amarillas.

La muestra de “Huacatay” dio positivo para flavonoides.

Prueba de espectrofotometria UV VIS para flavonoides totales Para las
técnicas cromatograficas para su separacion o deteccion para flavonoides son muy
variadas, asi como también en las condiciones en las cuales ellas puedan

realizarse.
Método de flavonoides totales. Para adquirir una concentracion de 0.024, 0.1y

0.2 mg/mL en fiolas de 50 mL es necesario ejecutar una prueba bajo una

concentracion de 1 mg/mL de estandar para luego realizar diluciones.
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Después a cada concentracion, se le toma 2 mL de alicuota y se afiade 6 mL de
etanol + 0.4 mL del reactivo de tricloruro de aluminio al 2% + 0.4 mL del reactivo de
acetato de sodio 1M y agua cantidad suficiente para 20 mL de volumen total. Se
incuba por 30 minutos.

Para las muestras se selecciona una alicuota de 0.5 mL y se agrega 6 mL de etanol
+ 0.4 mL del reactivo de tricloruro de aluminio al 2% + 0.4 mL del reactivo de acetato
de sodio 1M y agua cantidad suficiente para 20 mL de volumen total. Se incuba
aproximadamente por treinta minutos.

Para las lecturas en el espectrofotometro UV-VIS se considera una longitud de onda
de 415 nm.

Los resultados fueron los siguientes:
Se obtuvo 16.92 mg de Quercetina / mL de extracto; es decir, los flavonoides totales

se expresan en miligramos equivalentes de Quercetina por mililitros de extracto.

Procedimiento experimental (etapa Il)

El trabajo realizO experimentalmente la determinacion de la actividad
antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas de la Tagetes minuta “Huacatay”
(a partir de una muestra llevada a sequedad bajo técnicas especificadas
anteriormente) frente a la cepa Pseudomonaa aeruginosas ATCC 9027, en
concentraciones 20%, 50% y 80%), empleando el método de difusiébn en Agar
(excavacion en placa) y evaluando el diametro del halo que genera. Considerando
como controles de susceptibilidades: un blanco dimetilsulfoxido DMSO para
descartar que la actividad inhibitoria fuese por el solvente del extracto etandlico. Y
un control de actividad antimicrobiana seleccionando la Gentamicina.

De los 30 g que se obtuvo la melcocha, se procedié a retirar 5 g de la muestra, la

cual vendria a ser mi 100%.

Preparacion a una concentracion del 20%
100%.......... 59
20%.......ccceeeennnn. X dio como resultado 1g de extracto seco.
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Entonces, tenemos que llegar a 5g con DMSO, pero el solvente DMSO tiene una
densidad de 1.1g/mL
Si falta 4g de DMSO seria:

4 g------------- X dio como resultado 3.64 mL de DMSO para completar.

50%------------- X dio como resultado 2.5g de extracto seco.
Entonces, tenemos que llegar a 5g con DMSO, pero el solvente DMSO tiene una
densidad de 1.1g/mL

Si falta 2.5g de DMSO seria:

80%----------- X dio como resultado 4g de extracto seco.
Entonces tenemos que llegar a 5g con DMSO, pero el solvente DMSO tiene una
densidad de 1.1g/mL

Si falta 1 g de DMSO seria:

1g----—------- X dio como resultado 0.91 mL de DMSO para completar.

Reactivacién de los cultivos de cepa Pseudomona aeruginosa

La cepa de Pseudomona aeruginosa sembrado en Agar Soya Tripticasa TSA por
24 h a 37 °C.

Preparacion y estandarizacion de los inoculos de cepa Pseudomona

aeruginosa
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A partir de un cultivo joven, las colonias de la cepa de Pseudomona aeruginosa
fueron suspendidas en caldo Tioglicolato, incubado a 37 °C , a partir de este, se
realiz6 una dilucién con solucion salina fisiol6gica estéril hasta alcanzar la turbidez
equivalente al tubo N° 0,5 del Nefelémetro de Mac Farland (1.5 x 108 UFC/mL).
Preparaciéon del medio de cultivo

La metodologia de preparacion del medio de cultivo Agar Soya Tripticasa TSA se
encuentra relacionada a la marca del medio empleado.

Para este estudio, se empled el medio de marca HIMEDIA, cuya forma de
preparacion es la siguiente: se peso 4,0 g de medio Agar Soya Tripticasa TSA por
cada 100 ml de agua destilada, luego se procedié con la homogenizacién en bafio
Maria hasta lograr la disolucion completa.

Luego, se procede con la esterilizacion en la autoclave del medio de cultivo a 121°C
y 15 |Ib de presion, en un espacio de 15 minutos.

Concluido el tiempo, se retira de la autoclave dejando reposar hasta lograr que su
temperatura aproximadamente se encuentre a 45 a 50°C.

Una vez logrado que el medio se encuentre a la temperatura esperada, se incorpora
empleando la micropipeta un volumen de 100 pL del inéculo estandarizado de
Pseudomona aeruginosa por cada 100 ml de agar preparado, homogeneizando con
movimientos circulares.

Empleando una pipeta de 25 ml depositamos el Agar Soya Tripticasa TSA que
contiene el inéculo estandarizado de Pseudomona aeruginosa en una placa Petri y
se dejo solidificar por un lapso minimo de 10 minutos a temperatura ambiente,

rotular la placa.

Determinacion de la actividad antimicrobiana

Para la inoculacién del extracto etandlico de la Tagetes minuta “Huacatay”
(concentraciones de 20%, 50% y 80%), DimetilSulfoxido DMSO y Gentamicina se
utilizé el método de excavacion en placa.

A cada placa de Agar Soya Tripticasa TSA que contiene el in6culo estandarizado
de Pseudomona aeruginosa, se hicieron excavaciones ennumero de tres por cada
placa de 8mm de diametro y 8 mm de profundidad empleando un sacabocado

estéril, distribuidos de la siguiente manera:
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Tabla 1: Distribucién de placas

Placa Petri DMSO | Gentamicin a | Extracto 30tandlico de la Tagetes minuta
N°1 40 mg/mL “Huacatay” 20%

Placa Petri DMSO | Gentamicin a | Extracto 30tandlico de la Tagetes minuta
N°2 40 mg/mL “Huacatay” 50%

Placa Petri DMSO | Gentamicin a | Extracto 30tandlico de la Tagetes minuta
N°3 40 mg/mL “Huacatay” 80%

Fuente: Elaboracién propia ,2018
Rotular cada una de las placas y proceder a incubar las placas a 37°C por un
periodo de 24 horas, todos los ensayos se desarrollaron por quintuplicado.

Lectura de resultados
Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, retirar las placas de la incubadora y
proceder a medir los diametros de los halos de inhibicibn empleando el vernier y

proceder con el andlisis estadistico de los resultados.

3.7 Técnicas estadisticas de analisis de datos

Inicialmente, los datos obtenidos se sometieron a un analisis a partir de la
organizacion de las fichas de datos, de tal forma que todas estén debidamente
numeradas para luego ser trasladas al ordenador y adaptarlo a la base de datos de

Microsoft Excel con los respectivos criterios establecidos del investigador.

La informacion recolectada se analizé con el especialista que fue asignado en el

aula de tecnologia de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la
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Universidad Inca Garcilaso de la Vega con una nueva version de acceso. Para el
efecto, se utiliz6 parametros de estadistica descriptiva para determinar la
distribucion de los datos recolectados a través de medidas de tendencia central,
dispersién, forma y posicién. Ademas, se aplicé medidas de estadistica inferencial
para el analisis de las hipétesis de la investigacion; los resultados se presentaron
en tablas con su respectiva representacion grafica. Para analizar diferencias
significativas de medias independientes de los cuestionarios se utilizé la prueba
paramétrica del Chi cuadrado. Y se considero un 5% como margen de error

estadistico.
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CAPITULO IV
PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Resultados de lainvestigacion

Los resultados fueron los siguientes:

Tabla 2: Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto etanolico de las hojas de Tagetes

minuta L.

IDENTIFICACION DE METABOLITOS PRIMARIOS

Metabolitos Reactivo de
. . . o . Resultado para “Huacatay”
Primarios identificacion
Almidon Lugol Coloracién oscura (+)
Cetonas 2,4 DNPH Formacién de un anillo rojizo (+)

IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Compuestos fendlicos

Metabolitos Reactivo de « "
. . . . Resultado para “Huacatay
secundarios identificacion
Mayer Precipitado blanco (-)
Wagner Precipitado marrén (++)
. Dragendorff Precipitado rojo o naranja (+++)
Alcaloides : —
Scheibler Precipitado o Color blanco (+)
Sonneschein Precipitado naranja (-)
Reineckato Color rosa (+++)
Shinoda Color rojo (++)

Cloruro férrico

Color verde (++)

y Gelatina al 1% Precipitado blanco (++)
Flavonoides Reaccién de Color rojo (-)
Bortranger
Aminoacidos Ninhidrina Color rosado (+++)

Fuente: Elaboracion propia, 2018

Identificacion de metabolitos primarios y secundarios.
(-) La coloracion o precipitado no se evidencia

(+) La coloracion o precipitado se evidencia poco
(++) La coloracion o precipitado se evidencia moderadamente
(+++) La coloracion o precipitado se evidencia notablemente

* Prueba de Solubilidad
Para la prueba de Solubilidad es necesario requerir del extracto seco del

“‘Huacatay”, muestra pequena de Huacatay seco y lo afiadimos a los tubos de
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ensayo para luego mezclar con unos 3 a 5 mL de los solventes como (Alcohol
de 96°, Metanol, Etanol, Cloroformo, Agua y Isopropanol) esta procedimiento
determinar qué tipo de solvente es mas soluble en relacién a la muestra
seleccionada.

Se debe tener en cuenta la Polaridad del disolvente debido a que este le da
propiedades de solubilizacion en diferentes solutos.

A continuacion los resultados obtenidos:

Tabla 3: Resultados de la prueba de solubilidad “Huacatay”

Solventes Reiultado paza
Huacatay

Alcohol 96° (++)
Metanol (++)
Etanol (++)
Cloroformo (+++)
Agua )

Isopropanol (+)

Fuente: Elaboracion propia, 2018
Leyenda
(-) La solubilidad no se visualiza
(+) La solubilidad en menor grado

(++) La solubilidad es moderada
(+++) La solubilidad es mayor

Resultados de la determinacién de la actividad antimicrobiana

Lectura de resultados

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion retirar las placas de la incubadora y
proceder a medir los diametros de los halos de inhibicion empleando el vernier y

proceder con el analisis estadistico de los resultados.

Tabla 4: Promedio de desviacién estandar extracto etandlico de la Tagetes minuta
“Huacatay” 20%
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.. Extracto etanolico de la

Ge(r;tam/lcma Tagetes minuta

LS 40 mg/mL “Huacatay” 20%
1 0 mm 39.3 mm 10.4 mm
2 0 mm 40.0 mm 10.4 mm
3 0 mm 40.0mm 11.6 mm
4 0 mm 39.2 mm 10.2 mm
5 0 mm 39.6 mm 11.1 mm
Promedio: 0mm 39.62 mm 10.72 mm

Desviacion 0 0.38 0.59

Fuente: Elaboracién propia, 2018

Los resultados mostrados corresponden al efecto de extracto etandlico de Tagetes
minuta L (huacatay) a la concentracibn de 20%, un control positivo (+) de
Gentamicina a una concentracion de 40mg/mL y un control negativo (-) de
DimetilSulfoxido con cinco ensayados. Las mediciones hechas por un Vernier
dieron como promedio de halo inhibitorio 10.72 mm para el extracto y un halo de
39.62 mm para el control positivo de Gentamicina y un halo de 0.0 mm para el

control negativo de DimetilSulfoxido.

Comparativo de Halos de Inhibicion

39.3 40.0 40.0 39.2

£
£
c
o
=
0
o
2
]
=

Namero de Placas

Control Positivo Gentamicina 40 mg/mL M Dosis de 20 mg/mL

Figura 2: Comparativo de los halos de inhibicidn extracto etanélico de |la Tagetes minuta
“Huacatay” 20%

Fuente: Elaboracion propia, 2018

Tabla 5: Promedio de desviacidn estandar extracto etandlico de la Tagetes minuta
“Huacatay” 50%
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.. Extracto etanolico de la

Gegtam;cm Tagetes minuta

DIS0) | &4 Wi “Huacatay” 50%
1 0 mm 41.0 mm 18.4 mm
2 0 mm 41.2 mm 18.4 mm
3 0 mm 39.5 mm 18.6 mm
4 0 mm 39.8 mm 19.2 mm
5 0 mm 40.2 mm 19.1 mm
Promedio: | 0 mm 40.34 mm 18.74 mm

Desviacion | 0 mm 0.74 0.38

Fuente: Elaboracién propia, 2018

Los resultados evidencian que al efecto de extracto etandlico de Tagetes minuta
L (huacatay) a la concentracion de 50%, tiene efecto positivo (+) de Gentamicina a
una concentracion de 40mg/mL y un control negativo (-) de DimetilSulfoxido, con
cinco ensayados. Las mediciones hechas por un Vernier dieron como promedio de
halo inhibitorio 18.74 mm para el extracto, un halo de 40.34 mm para el control

positivo de Gentamicina y un halo de 0.0 mm para el control negativo de

DimetilSulfoxido.

Figura 3: Comparativo de los halos de inhibicion extracto etandlico de la Tagetes minuta

“Huacatay” 50

Comparativo de Halos de Inhibicion
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41.20

18.4

39.50

18.4 18.6

39.80 40.20

19.2 19.1

Numero de Placas

Control Positivo Gentamicina 40 mg/mL

Tabla 6: Promedio de desviacidn estandar extracto etandlico de la Tagetes minuta

Fuente: Elaboracion propia, 2018

“Huacatay” 80%

M Dosis de 50 mg/mL
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Gentamicina Extracto_etanélico de la
DMSO 40 mg/mL Tagetes minuta “Huacatay”

80%

1 0 mm 39.5mm 23.5mm

2 0 mm 41.5mm 24.2 mm

3 0 mm 40.6 mm 22.8 mm

4 0 mm 39.8 mm 23.7 mm

5 0 mm 39.7 mm 23.4 mm

Promedio: 0mm 40.22 mm 23.52 mm
Desviacion 0 0.83 0.51

Fuente: Elaboracién propia, 2018

Los resultados mostrados corresponden al efecto de extracto etandlico de Tagetes
minuta L (huacatay) a la concentracion de 80%, un control positivo (+) de
Gentamicina a una concentracion de 40mg/mL ; y un control negativo(-) de
DimetilSulfoxido con cinco ensayados. Las mediciones hechas por un Vernier
dieron como promedio de halo inhibitorio 23.52 mm para el extracto, un halo de
40.22 mm para el control positivo de Gentamicina y un halo de 0.0 mm para el

control negativo de DimetilSulfoxido.

Comparativo de Halos de Inhibicion

i 40.6 39.8

235 24.2 22.8 23.7 23.4

1 2 3

Control Positivo Gentamicina 40 mg/mL

Figura 4: Comparativo de los halos de inhibicién extracto etanolico de laTagetes minuta
“Huacatay” 80%

Fuente: Elaboracion propia, 2018

4.2 Prueba de hipotesis

Tabla 7: Contrastacion de hipotesis
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HO = todos los grupos presentan igual inhibicién del halo (p > 0.05)

Ha = todos o0 al menos uno de los grupos presentan diferente inhibicion del
halo (p <0.05)

Criterios de aceptacion

Como el nivel de significancia usado es de 0.05 y p hallado es menor a ese
valor y F> F critico, se rechaza la hipétesis nula y se acepta la alterna, por
lo tanto estadisticamente existe disminucion del &rea de cierre en toda las
concentraciones ensayadas.

Fuente: Elaboracion propia, 2018

Para la contrastacion de la hipétesis, se usaron pruebas a lo largo de todo el
proceso de investigacién, como el tamizaje fitoquimico para saber qué metabolitos
tiene las hojas de Tagetes minuta L(huacatay) en forma cualitativa, también la
cromatografia en capa fina para determinar y dar por sentado que si el extracto
tiene metabolitos secundarios como los alcaloides y flavonoides; para saber sitiene
efecto antibacteriano, se trabajé con concentraciones del extracto al 20%, 50% vy
80%,como un control positivo a la gentamicina a una concentracién de 40mg/ml y

un control negativo el Dimetilsulfoxido.

Se trabajaron los resultados que aplicando el analisis de varianza de un factor
(ANOVA), en el cual se determiné si hay diferencia significativa entre varianzas de
los promedios de cada grupo y entre grupos de los halos de inhibicion del extracto

etandlico de las hojas de Tagetes minuta (huacatay).

Y por ultimo se demostré sensibilidad de los halos con respecto a Pseudomona

aeruginosa, teniendo en cuenta a la escala de Duraffourd.

4.2.1. Hipo6tesis General
El extracto etandlico de las hojas de Tagetes minuta (Huacatay) si tiene actividad

antimicrobiana en cepas de Pseudomona aeruginosa in vitro.

Para corroborar la hipétesis general, nos vamos a basar en las contrastaciones de

las hipétesis especificas ya planteadas.

4.2.2. Contrastacion de hipétesis especificas

37



4.2.2.1 Hipotesis especifica 1
Hi. Existen metabolitos secundarios con mayor presencia en el extracto etanolico
de las hojas de Tagetes minuta (Huacatay) que generen efecto
antimicrobiano.
Ho: El extracto etandlico de las hojas de Tagetes minuta L (huacatay) no tiene

metabolitos secundarios que generen efecto antimicrobiano.

Para la contrastacion de esta primera hipétesis especifica, se realizé el tamizaje
fitoquimico y la cromatografia en capa fina para poder determinar si se obtiene

cualitativamente los metabolitos de Tagetes minuta L (huacatay)

Los resultados para el tamizaje fitoquimico estan referidos en la tabla 2 dandonos
como resultado, segun el cuadro de leyenda, una evidencia notable (+++) para

alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos.

Se concluye, al realizar el tamizaje fitoquimico, una notoriedad de los resultados
para alcaloides, flavonoides y compuestos fendlicos, y en cromatografia de capa
fina, una serie de flavonoides segun se evidenci6 al ser expuesta a la luz uv 366
nm. Con estos datos,rechasamos la hipétesis nula; eso quiere decir que el extracto
etandlico de Tagetes minuta (huacatay) si presenta metabolitos secundarios.

4.2.2.2 Hipotesis especifica 2

Hi:  Si existe una concentracion del extracto etandlico optimo de las hojas de
Tagetes minuta (Huacatay) con efecto antimicrobiano in vitro por el método de
difusion en agar.

Ho: EIl extracto etandlico de las hojas de Tagetes minuta (Huacatay) no posee

concentracion optima que genere efecto antimicrobiano.
Para la contrastacién optima de esta segunda hipétesis especifica, se realizd el

método de difusion en agar Tagetes minuta L (huacatay) para poder determinar si

tiene buena concentracion y, por lo tanto, genere efecto antimicrobiano.
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Los resultados para la concentracion de difusion en agar estan referidos en la tabla
4,5y 6 dandonos como resultado, segun el cuadro de leyenda, una concentracion
al 20% baja, al 50 % media y 80% alta.

Se concluye, que, al realizar el método de difusibn en agar, con estos datos
rechazamos la hipotesis nula, eso quiere decir que el extracto etandlico de Tagetes

minuta (huacatay) si presenta efecto antimicrobiano a distintas concentraciones.

4.2.2.3. Hipotesis especifica 3

Hi: Existe en el extracto etandlico de las hojas de Tagetes minuta (Huacatay)
efecto antimicrobiano in vitro por el método de difusion en Agar comparado
con el farmaco de Gentamicina.

Ho: EIl extracto etandlico de las hojas de Tagetes minuta (Huacatay) no tiene
efecto antimicrobiano in vitro por el método de difusibn en Agar comparado

con el farmaco de Gentamicina.

Para la contrastacion de esta tercera hipétesis especifica se realiz6 control positivo
(+) de Gentamicina a una concentracion de 40mg/mL y un control negativo (-) de
DimetilSulfoxido con cinco ensayados. Las mediciones hechas por un Vernier
dieron como promedio un halo inhibitorio

Los resultados se muestran en las figuras 2, 3 y 4 dandonos como resultado, segun
el cuadro de leyenda, una evidencia notablemente (+) para efecto antimicrobiano.
Se concluye al realizar el método difusion en agar comparado con el farmaco
gentamicina, que presenta efecto antimicrobiano. Con estos datos, rechazamos la
hipétesis nula, eso quiere decir que el extracto etandlico de Tagetes minuta
(huacatay) si presento efecto antimicrobiano comparado con el farmaco

gentamicina.

4.3 Discusién de resultados

El tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de las hojas de Tagetes minuta L,
demostré la presencia de metabolitos secundarios tales como flavonoides y
terpenoides. Estos resultados son similares a lo investigado en Ecuador por el autor

Uvidia (2012). Este autor encontro la presencia de actividad antimicrobiana del
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extracto etanodlico y subextractos etéreo de Tagetes minuta L y cloroférmico, por
reacciones de coloracion o precipitacion se comprobo6 la presencia de aceites

esenciales, flavonoides y terpenoides en los extractos etanélicos(®-

Se presenci6 actividad antimicrobiana mediante el método de difusion en agar, en
el cual se observé que el extracto etandlico de Tagetes minuta L. a concentraciones
de 20%, 50%, y 80% forma un halo de inhibicién de poca sensibilidad, mediana
sensibilidad y por ultimo, alta sensibilidad. Estos resultados coinciden con el de
Pimentel (2015). Este autor tuvo como objetivo determinar la actividad
antibacteriana in vitro del extracto etanolico, Tagetes minuta mediante el método de
Difusion en Agar, Minima Concentracion Inhibitoria. Y demostré actividad
antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Tagetes minuta (huacatay) con
efectividad con esta cepa Pseudomona aeruginosa. Los resultados de este estudio

concuerdan la presencia de la actividad antimicrobiana (2

Ademads, se demostro, mediante espectrofotometria UV-VIS a 256 nm, la presencia
de flavonoides en el extracto de tagetes minuta L segun, el autor Bazan (2014). El

cual también cuantificé flavonoides mediante la espectrofotometria -

Lo resultados de este estudio conciertan la presencia de la actividad antimicrobiana
procedente del Huacatay, por lo tanto apoya la investigacion propuesta. De igual
forma, se sugiere realizar mas estudios con el objetivo de obtener resultados mas

satisfactorios.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

1. Se demostré que el extracto etandlico de las hojas del Tagetes minuta
(Huacatay) presenta metabolitos secundarios como: alcaloides, flavonoides y

compuestos fendlicos que generan efecto antimicrobiano

2. El grado de concentracion al 80% del extracto etandlico de Tagetes minuta
(Huacatay) present6 un efecto antimicrobiano sumamente sensible en cepas

de Pseudomona aeruginosa.

3. El extracto etandlico de las hojas del Tagetes minuta (Huacatay) presento
efecto antimicrobiano in vitro sensible en cepas de Pseudomona aeruginosa,
ya que al momento de compararlo con la gentamicina formé un halo al igual

gue el farmaco, pero de menor proporcion.

5.2 Recomendaciones

1. Se propone el desarrollo de investigaciones con mayor profundidad y con la
utilizacién de otras técnicas con la finalidad de que los resultados encontrados
se puedan sostener, en el sentido de que el extracto etandlico de las hojas del

Tagetes minuta (Huacatay) presentan actividad antimicrobiana.
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2. A partir de los resultados encontrados respecto del grado de concentracion
del extracto etandlico de Tagetes minuta (Huacatay), se deben realizar otras
investigaciones en la misma orientacion a fin de corroborar, estos indices para

gue puedan ser utilizados adecuadamente.
3. Se deben desarrollar estudios complementarios sobre otras propiedades

curativas de la especie Tagetes minuta (Huacatay) con el propdsito de

encontrar alternativas en el tratamiento antimicrobiano.

4. Se debe tener en cuenta los extractos de la especie Tagetes minuta
(Huacatay), como un componente eficaz para la elaboracién de productos

antimicrobianos.
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Anexo 1: Matriz de consistencia

Efecto antimicrobiano del extracto etanolico de las hojas de Tagetes minuta (Huacatay) frente a cepa de Pseudomona aeruginosa in vitro.

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES METODOLOGIA
GENERAL GENERAL GENERAL A AR V. Disefio:
S El extracto etanolico de las | Evaluar la actividad | El extracto etanolico de las | Extracto Fitoquimica y | Identificacion de Experimental
hojas de Tagetes minuta ( | antimicrobianain vitro del extracto | hojas de tagetes minuta ( | etanolico de las | Microbiolégico metabolitos
huacatay) tendra actividad | etandlico de las hojas de Tagetes | huacatay) si tiene actividad | hojas de secundarios Tipo:
antimicrobiana en cepas de | minuta (Huacatay) en cepas de | antimicrobiana en cepas de | Tagetesminuta concentracion: Transversal
Pseudomona aeruginosa in | Pseudomona aeruginosa. pseudomona aeruginosa, in | (Huacatay) 0, 20, 50 y 80
vitro?? vitro. mg/mL Nivel:
ESPECIFICO ESPECIFICO ESPECIFICO VD vV.D VD Explicativo
1. ;El extracto etandlico de las | 1. Identificar si el extracto | 1.Existen metabolitos Poblacién muestra:
hojas de Tagetes minuta | etanolico de las hojas de tagetes | secundarios con  mayor la muestra estuvo
(huacatay) tendra metabolitos | minuta  presenta  metabolitos | presencia en el extracto | Actividad Tamizaje Cambios en el | conformada el extracto de
secundarios  que  genere | secundarios que genere efecto | etandlico de las hojas de | Antimicrobiana | Fitoquimico diametro del Halo | Hyacatay
actividad antimicrobiana en | antimicrobiano. Tagetes minuta(Huacatay) en cepas de N inhibitorio. medido
cepas de  pseudomona Pseudomona Solubilidad con un vernier Instrumento:
aeruginosa,in vitro? 2. Precisar la concentracion del | 2. Siexiste una concentracion | aeruginosa. ficha de observacién ad-hoc

2.- ;Existira una concentracion
optima del extracto etandlico de
las hojas de Tagetes minuta
(Huacatay) que genere un
efecto antimicrobiano in vitro por
el método de difusion en Agar?

3. Cual sera el efecto
antimicrobiano  del extracto
etandlico de las hojas de
Tagetes minuta (Huacatay) in
vitro por el método de difusion
en Agar comparado con el
farmaco de Gentamicina?

extracto etandlico de las hojas de
Tagetes minuta (Huacatay) con
efecto antimicrobiano in vitro por
el método de difusion en Agar.

3. Comparar el efecto
antimicrobiano  del  extracto
etandlico de las hojas de Tagetes
minuta (Huacatay) in vitro por el
método de difusion en Agar
comparado con el farmaco de
Gentamicina.

del extracto etandlico de las
hojas de Tagetes minuta
(Huacatay) con  efecto
antimicrobiano in vitro por el
método de difusion en Agar.

3. Existe en el extracto
etandlico de las hojas de
Tagetes minuta (Huacatay)
efecto antimicrobiano in vitro
por el método de difusion en
Agar comparado con el
farmaco de Gentamicina).

Cromatografia en
capa fina

Halo inhibitorio
frente ala cepa de
Pseudomona
aeruginosa

Instrumento de
recoleccion de datos
técnica:

observacion estructurada no
participante de laboratorio

Procesamiento y analisis
de datos:

Analisis  descriptivo e
inferencial con los
programas Excel mediante
pruebas:
-Anova
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Anexo 2: Testimonios fotogréaficos

1.- Hojas de Huacatay

2.- Secado de las hojas de “Huacatay” en la estufa a 40 °C

9000

3.- Triturado de las hojas de “Huacatay” y macerado
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5.- La muestra filtrada en el Rotavapor y luego en la Estufa
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6.- Screnning Fitoquimico del extracto de las hojas de “Huacatay”

, —i :
‘ "lh* l(

'iiiw-

-—-!-"-" -
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7.- Prueba de Solubilidad

8.- Cuantificaciéon de Flavonoides Totales por UV-VIS
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9.- Cromatografia en capa fina de las hojas del huacatay — (Flavonoides y Alcaloides)
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Reactivacion de los cultivos de cepa Pseudomona aeruginosa

La cepa de Pseudomona aeruginosa sembrado en Agar Soya Tripticasa
TSA por 24 h a 37 °C.
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Preparacion y estandarizaciéon de los inéculos de cepa

Pseudomona aeruginosa

,.M . ‘ '
) 1 5 ' REX "
; ¢ - . £X “ TRE x

.,i, e ,i‘. '..{J .‘“.i\“i; A .‘,., .l
e ST

Nefelbmetro deMacFarland

Cepa suspendidas en caldo
Tioglicolato, a partir de estese
realizd una dilucion con solucién
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Preparacién del medio de cultivo Salina fisiolégica esteril

Medio de Cultivo Agar Soya Tripticasa Colocar el medio de cultivo TSA en un
TSA Erlenmeyer 250 mL

4,0 g de medio Agar Soya
TripticasaTSA por cada 100 ml de Autoclavar del medio de cultivo a 121°Cy 15 Ib
agua destilada, homogenizar. de presién por un periodo de 15 minutos.
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Empleando la micropipeta un
volumen de 100 pL del inoculo
estandarizado de
Pseudomonaaeruginosapor cada
100ml de agar preparado,
homogenizando con movimientos
circulares

Empleando una pipeta de 25 ml
depositamos el Agar Soya
Tripticasa TSA que contiene el
inoculo estandarizado de
Pseudomonaaeruginosaen una
placa Petri

Dejar solidificar por un lapso minimo de 10 minutos
a temperatura ambiente
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Determinacion de la actividad Antibacteriano

Se hicieron excavaciones en Inoculacién del extracto etandlico
numero de tres por cada placa de de las hojas de la Tagetes minuta
8mm dediametro y 8 mm de “Huacatay” (concentraciones de
profundidad empleando un 20%, 50% y 80%),
sacabocadoestéril DimetilSulfoxido DMSO y

Gentamicina, Rotular cada una de
las placas y proceder a incubar
las placas a 37°C por un periodo
de 24 horas
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Lectura de Resultados

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, retirar las
placas de la incubadora y proceder a medir los
diametros de los halos de inhibicion empleando el
vernier

59



60



61



Anexo 3: Reporte de contenido por espectrofotometria UV- VIS

WM
4
Cédigo y Version
SERVICIO DE CONTROL DE CALIDAD s
H m . £ z ) £ Fecha de Emision:
: : AREA DE ANALISIS FISICOS Y QUIMICOS IR
% 3 2016-01-
D .
A REPORTE DE CONTENIDO POR ESPECTROFOTOMETRIA Uv- Vis Pigina1de 1
DATOS DEL PRODUCTO:
Nombre: EXTRACTO ETANOLICO DE HUACATAY Fabricante:
Presentacidn: Muestra Liguida Fecha de Vencimiento: SJF
Lote: Norma Técnica: Técnica Interna SCC-UPCH
Cadigo SCC-UPCH: Fecha de analisis: 2018-04-09
ESPECTROFOTOMETRO UV-VIS Ct')digo: EQ-FQ-32
415 nm
DATOS DEL ESTANDAR:
Nombre: QUERCITINA Primario: SmmdnrmE Working Std: III
LOTE: A104792812 Fecha de Vencimiento!
Potencia: 1000 WT/C  Codigo: —
Peso molecular en forma de Sal - Humedad: %
Peso molecular en forma de Base: -
Peso. 50.1 mg Volumen enrase 50 mlL
Diluciones de la curva
24ug /mL Vol dilucién 1 12 mL  100ug/mL Vol. dilucién 1 5 ml 200 ug /mL Vol dilucién 1 10 ml
Vol enrase | 50 ml Vol enrase | 50 ml Volenrasel; 50 ml.
mg/my, [ Foctorde f mE/mL) g, AUBRACION
correccion Corregido
10.02405 1 0.02405 0.10232
0.02405 1 0.02405 0.10470
0.02405 1 0.02405 0.10384
0.10020 1 0.10020 040644
0.10020 1 0.10020 0.40819 e
0.10020 1 0.10020 0.40709 =
0.20040 1 020040 1.02140
020040 1 0.20040 1.02460 .
020040 1 0.20040 102280 ¥
e e
y=hxta
ECUACION DE LA RECTA: Y=5215x-0023 a -0.023
b: 5.215
DATOS DE LA MUESTRA EXTRACTO ETANOLICO DE HUACATAY
Peso o volumen de muestra 050 [mL) Volumen de enrase: 20 [
CALCULOS:
MUESTRA | ABSORBANCIA
MUESTRAAL | popao0 | 223140 | 227800
| Ing/mL L) PROVEDTO
MUESTRA | 168897 | 169396 | 160204 | N T |

16.92 mg de Quercitina/ mL de extracto

Los Flavonoides Totales se expresan en mg equivalentes de Quercitina /mL de extracto

RESULTADOS:
ESPECIFICA'\CIONES/ OBSERVACIONES:
CONCLUSION:
EOLIVAR
ANALISTA

2018-04-19
FECHA DEREPORTE
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Anexo 4: Certificado del laboratorio

UNIVERSIDAD PERUANA

CAYETANO HEREDIA

Lima, 30 de Mayo del 2018

Sefior Decano de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas de la Universidad Inca
Garcilaso de la Vega.

S.D.

Mediante la presente se pone en conocimiento lo siguiente:

La Bachiller Srta. Cordero Hidalgo, Mayra y la Srta. Pinedo Caldas, Gisella Betty,
egresadas de la facultad de ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas de la prestigiosa
Universidad Inca Garcilaso de la Vega; estd haciendo su tesis de Investigacion en “Efecto
Antimicrobiano del extracto etanolico de las hojas de Tagetes minuta (Huacatay) frente a cepa

de Pseudomona aeruginosa in vitro” en los laboratorios de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia.

Se expide este documento para fines pertinentes.

Atentamente,

QF. ERIK OLIVAR GALLEGOS
Coordinador de Aseguramiento de la Calidad

UNIVERSIDAD ACREDITADA INTERNACIONALMENTE CON MENCION ESPECIAL EN
INVESTIGACION ;
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Anexo 5: Certificado del huacatay

2 " s UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS 100,,

/\'/\’/\’ Universidad del Perd, DECANA DE AMERICA el
9222 ¥ VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO Msuﬁ f
WasTGAcoNy FosGos MUSEO DE HISTORIA NATURAL NP

“Afio del Dialogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA N°214-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta estéril), recibida de Guisella Betty Pinedo Caldas, estudiante de la
Universidad Inca Garcilaso de la Vega, ha sido estudiada y clasificada como: Tagetes
minuta L. y tiene la siguiente posicion taxondémica, segiin el Sistema de Clasificacién de
Cronquist (1981):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ASTERIDAE
ORDEN: ASTERALES
FAMILIA: ASTERACEAE
GENERO: Tagetes
ESPECIE: Tagetes minuta L.

Nombre vulgar: “Huacatay”.

Determinado por: Blgo. Mario Benavente Palacios

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que estime
conveniente.

Lima, 06 de junio de 2018

ACE/ddb
Av. Arenales 1256, Jesiis Maria Teléfono: E-mail: muscohn @unmsm.edu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Perti 619-7000 anexa 5701, 5703, 5704 higp:limuseokn.ammsm.eds. pe
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Anexo 6: Ficha de observacion Ad-Hoc de la marcha fitoquimica

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE LA MARCHA FITOQUIMICA

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANCLICO DE LAS HOJAS DE
HUACATAY (Tageres minuta) FRENTE A CEPA DE PSEUDOMONA AERUGINOSA IN
VITRO

INSTRUCCIONES

Antes de miciar con |a observacion, procure encontrarse en un estado de equilibrio
emocional y somatico.

Si se siente cansado, estresado o enfermo, suspenda ks observacion.
Procure realizar todas las mediciones bajo las mismas condiciones de comodidad.

En el caso de no tener certeza sobre la medicion de alguna unidad de analisis, descarte
su evaluacion.

Registre los datos sin borrones ni enmendaduras.
Los espacios en los que no pueda registrar informacion, tachelos con una linea

N® Melabollioc | Reactivo 08 Reacclon Reaccion Positiva | Resuliado |
1. | carEOHIDRATOS | Fehling Ay Fehling B qurﬂgaﬁﬂim +
% | Almou Lugat Coloracién oscura +
3. | ceTONAl 2.4 DNPH Formacidn de anillo rojizo +

Mayer Precipitado blanco -
Wagner Freciptado marron ++
4 | ALCALOIDE S W F’fmtad-o rojo O Narana 444
Scheibler. Precipitado blanco +
SANDESCRSN Precipitado naranja -
) ::!uﬂ-ugll)‘lo' FeCl Coloracion verde +
8. | TaNmNO3 Gelatina 1% Precipitado denso blanco ++
7. | RAVONGIDES Shinada Elavansies Rojo a magenta .
¥ | AMINOACDO3 biohidsina Coloracion wioldcea 4
B. | NAFTAGUINONAT
antracuinonas | ERO0R08R1 (NRQK.S%) Coloracion roja .
¥ ANTRANONA 8
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HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

CUSTICNARIO AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS M®

EFECTD ANTIMICRZBIAND DEL EXTRACTD ETANOLICO DE LAS HOWUAS DE
HUACATAY (Tageres minuma) FREMTE & CEPA DE PSEUDCMOMA AERUGINOSA M
VITRO

Después de revisado el instrumento, es valiosa su opinidn acerca de lo siguienie:
MENO S DE
30 — 60— 70— 80 — 30 — 100
1. :En que porcentaje estima gue con este instrumento se lograran los objefivos

e Lo L L= TSP J N N N O I 4

2. ;Enqué FI}FGEI'l‘IEjE considera que kos items estan referidas a los concepios del
=] 1= RS N T N

3. pQue porcentaje de un fems planteados cres que son suficientes para lograr los
BT TP S I T -

4 ;En que porceniaje esfima que ks fems del instrumento son de faci
COMMPrENSIINT. .o re e resmneecnee s meeeemeeennrboad 0 36 30 V1 F (]

5. ;Ouwe porcentsje de los ftems considera usied gue siguen uwna secuencis
L o USSP (o 1 [ A I A -

6. :iEn gue porcentaje valora usied gue con este instrumento se obtendran datos
similares =i se explicara en ofras muestras? . el © O30 3D 3 V0D

SUGEREMCIAS

1. gQué items considera usted que deberian agregarse?
Considers que los fiems propuestos son los indicados

2. :Qué items estima que deberan sliminarsa?
Considaro que kos fterns propuesios son kos indicados

3. iQueé items considera que deberan reformularse o precisarse mejor?
Considers que el tem para Flavonoides debena de ser mas detallads con reactivos

ma&s especificos.

I
Fecha: 2013-08-28
Walidado por: Erk Qlivar Gallegos
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Anexo 7: Ficha de observacion Ad Hoc de prueba de solubilidad

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE PRUEBA DESOLUBILIDAD

EFECTO ANTIMICROSIANO DEL EXTRACTO ETANCOLICO DE LAS HOJAS DE
HUACATAY (Tageres minuta) FRENTE A CEPA DE PSEUDOMONA AERUGINOEA IN
VITRO

INSTRUCCIONE S

Anes 42 inGar con 13 obsernvation. procure encontrarse en un estads de equilibng
emocional y somatico,

Si se siente cansado, estresado o enfermo, suspenda la obsenvacion.

Procure realizar todas las mediciones bajo las mismas condiciones de comodidad.

En el caso de no tener certeza sobre la medicion de alguna unidad de analisis, descarte
su evaluacicn.

Repistre los datos sin borrones ni enmendaduras.
Los espacios en los que no pueda registrar mformacadn, tachelos con una linea

N* Solventes identificacion Resultado
1. Alcohol de G8° Soluble o insoluble .+
2 Metanol Solukle o insoluble -+
3. Etanol Solutle o inscluble 4
4. Claroformo Soluble o insoluble P
5. Agua Eoluble o insoluble -
6. B raanol Solukle o inssluble +

Leyenda
() : Insoiuble =) 2 Moderaarmnie
Sontie
(+) :Poco Seluble f+=+): Tolalnete Souble
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HCOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO N*

CUSTIONARIO AD-HC:C DE RECOLECCION DE DATOS

EFECTO ANTIMICROBIAND DEL EXTRACTD ETAMOLICO DE LAS HCUAS DE
HUACATAY (Tageres minura) FRENTE A CEPA DE PSEUDOMONA AERUGINOSA [N
WITRO

Después de revisado el instrumento, 25 valiosa su opinidn acerca de lo siguisnte:
MEND S DE

30— 60— 70— 80 — 50— 100
1. :En que porcentsje estima que con este instrumento se lograran los objetivos

PROPUESIOET. oo scensneseseeseeeeengrdned b DL VL 3 (E]
2. :En qué porcentaje considera que kos ftems estan referidas a los concepios del
L= - T seensra o I (0 LT -4
3. ;Qué porcentaje de un ftems planteados cree que son suficientes para legrar los
Lo T L RSSO ROTST A  J 1 N 4
4 ;En qué porcentaje estima que kos items del instrumento son de faci
COMERENSEITT. e eeeeeemecemeeeeeececeeneneeemeceeeceegrrbnad & F L 30 1} ]
5. ;Cue porcentsie de los rtems considera usted que siguen wa secuencis
e OOV 0 N A O I -1
. ;En gue porcentaje valora usted gue con este instrumento se obtendran datos
similares =i se explicara en otras muestras? gt O V0 JL 3 DD
SUGEREMNCIAS

1. ;Qué items considera usted que deberan agregarse?
Considero que los items propuestos son los indicados. ya que otros pueden miuy
taxicos y fiscalizados.

2. ;Gue items estima que deberian eliminarsa?
Considero que los items propuestos son los indicados.

3. ;Qué items considera que deberan reformularse o precisarse mejor?
Considers que hay que tener cuidado con el Clorcforma y con el Metanal este Ultimo
por ser controlado, pero con mayor accasibilidad.

Fecha: 2013-06-28
Validado por: Enk Olivar Gallegos
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Anexo 8: Ficha de observacién Ad- Hoc de recoleccién de datos

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS PARA
DETERMINAR EL EFECTO ANTIMICROBIANO DE Tagetes minuta
(HUACATAY) FRENTE A Pseudomona aeruginosa

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS DE HUACATAY
(Tagetes minuta) FRENTE A CEPA DE PSEUDOMONA AERUGINOSA IN VITRO
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EFECTO ANTIMICROBIAND DEL EXTRACTS ETANCLICO DE LAS HOUAS DE
HUACATAY (Tageres minuma) FRENTE A CEPA DE PSEUDOMONA AZRUGINGSA [N
VITRO

INTRUCCIOMES

Artes de miciar con la obserezcion, procure encontrarse 2n un estado de sguilibrio
emodional y somatico.

i =2 sients cansado, estresado o enfermo, suspenda ks observacion.

Procure realizar todas |las mediciones bajo [as mismas condiciones de comodidad.

En el czso de no tener certeza sobre la medicion de alguna wnidad de analisis, descarte
s evaluacion.

Registre los datos sin borrones ni enmendsduras.

Los espacios en los que no pusda registrar informacion, 1achelos con wuna linea

TABLA

efecto antimicrobiano Togefes minuta (Huacatay) frente Pzsudomana asrugingss por &l metodo de
difusicn en agar (excavacion en placa) en 100 pl

CUNTRUOLES
Concentrackin (mgiml ) dal extracio glanolisg i) A
de T3agames minuta [Huscatay) W Ell-!i[ﬂh.l
=
FRALA Longitud del Halo de Inhibician {mim)
o 20 50 T 100 ul 100 4l
mplmh, | mgmk | meies [ mede, . .
1 ] 1004 18,4 235 305 ]
2 a 10,4 i34 242 41.5 ]
3 ] 116 X 228 4.6 ]
4 ] 102 192 237 03 ]
5 ] 111 181 234 3T ]
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