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RESUMEN

La presente investigacién tuvo como objetivo principal evaluar la actividad antibacteriana y
hemoaglutinante de los extractos acuoso y etandlico de Solanum phureja, Tropaeolum
tuberosum, Oxalis tuberosa y Ullucus tuberosus. La actividad antibacteriana se evalud a través
del método de difusidn en discos contra bacterias American type culture collection (ATCC) de:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus mirabilis y Salmonella typhimurium, esta
actividad fue comparada con controles positivos: amoxicilina (25ug), ciprofloxacina (5ug) y
controles negativos: agua estéril y etanol. Las placas inoculadas se incubaron a 37 °C por un
lapso de 18 a 24 horas. Para la actividad hemoaglutinante se trabajé con el extracto acuoso y sus
diluciones utilizando una suspensién de eritrocitos al 5% de los grupos sanguineos (O*, A"y
B*). El efecto antibacteriano fue estimado midiendo los halos de inhibicién, mientras que la
presencia de lectinas se valord de acuerdo a la intensidad de aglutinacién que sufrieron los
eritrocitos. Se concluye que todos los extractos tienen accién antibacteriana para S. aureus y S.
typhimurium, excepto para E. coli y P. mirabilis, las cuales no fueron inhibidas por ningun
extracto. Se determin6 también que entre los extractos acuosos provenientes de las cuatro
plantas, el extracto de S. phureja present6 mayor actividad hemoaglutinante por lo que se

recomienda un estudio y analisis de las lectinas presentes en dicha planta.

Palabras clave: <BIOQUIMICA>, <FARMACIA>, <PAPA CHAUCHA (Solanum phureja)>,
<MASHUA (Tropaeolum tuberosum)>, <OCA (Oxalis tuberosa)>, <MELLOCO (Ullucus
tuberosus)>, <ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA>, <LECTINAS>,
<HEMOAGLUTINANTE>, <DIFUSION EN DISCOS>
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SUMMARY

The main objective of the present investigation was to evaluate the antibacterial and
haemagglutinating activity of the agueous and ethanolic extracts of Solanum phureja,
Tropaeolum tuberosum, Oxalis tuberosa and Ullucus tuberosus. The antibacterial activity was
evaluated through the disc diffusion method against American type culture collection (ATCC)
bacteria of: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus mirabilis and Salmonella
typhimurium, this activity was compared with positive controls: amoxicillin  (25ug),
ciprofloxacin (5ug) and negative controls: sterile water and ethanol. The inoculated plates were
incubated at 37 °C for a period of 18 to 24 hours. For the haemagglutinating activity, it is
worked with the aqueous extract and its dilutions using a suspension of 5% erythrocytes of the
blood groups (O*, A* and B*). The antibacterial effect was estimated by measuring the halos of
inhibition, while the presence of lectins was assessed according to the agglutination intensity
suffered by the erythrocytes. It is concluded that all the extracts have an antibacterial action for
S. aureus and S. typhimurium, except for E. coli and P. mirabilis, which were not inhibited by
any extract. It was also determined that, among the aqueous extracts from the four plants, the
extract of S. phureja showed a higher haemagglutinating activity, therefore, a study and analysis

of the lectins present in such plant is recommended.

Key Words: <BIOCHEMISTRY>, <PHARMACY>, <PAPA CHAUCHA (Solanum
phureja)>, <MASHUA (Tropaeolum tuberosum)>, <OCA (Oxalis tuberosa)>, <MELLOCO
(Ullucus tuberosus)>, <ANTIBACTERIAL ACTIVITY>, <LECTINS>,
<HAEMAGGLUTINATING>, <DISSEMINATION ON DISCS>
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INTRODUCCION

Desde la antigliedad el hombre ha empleado las plantas o parte de ellas para aliviar, curar,
prevenir y tratar muchas enfermedades, préctica que se continua realizando hasta nuestros dias
buscando nuevos principios activos en plantas con el afan de encontrar moléculas responsables
de alguna actividad biol6gica frente a una patologia, favoreciendo a la sintesis de un
medicamento que beneficie a la salud de un paciente. (Gallegos, 2016, p.328)

El conocimiento sobre medicina ancestral constituye una base fundamental en la quimica
farmacéutica ya que es el punto de partida de posibles investigaciones con plantas que puedan
poseer actividades terapéuticas, utilizadas ampliamente en sitios alejados de la ciudad donde los
pacientes no pueden recibir la debida atencién como en un Subcentro o casa de salud,

constituyendo su Unica alternativa para aliviar y curar su afeccion o patologia. (OMS, 2014, pp.14-
24)

La medicina alternativa va ligada a la medicina convencional, es por ello que se continGa
realizando estudios en plantas, buscando especies con actividades varias, entre ellas
antibacteriana por su importancia en la inhibicion del crecimiento de microorganismos
patégenos para el hombre. También estudios actuales muestran la presencia de lectinas en los
vegetales, moléculas capaces de actuar contra enfermedades como el cancer al participar como

inmunomoduladores e inclusive como antifingicos y antivirales. (Castillo & Abdullagv, 2004, p.55)

En América Latina, el 60 % de las bacteriemias nosocomiales son producidas por las cepas
bacterianas de: Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus y Enterococcus faecium
segun el reporte de SCOPE (Proyecto de vigilancia de agentes patdgenos de importancia

epidemioldgica) y en los Ultimos afios ésta cifra tiende a incrementarse. (Casellas, 2011, p.520)

En Ecuador, segln la fuente de datos de morbilidad del Ministerio de Salud Publica del afio

2014, las enfermedades que han sido prevalentes por diez afios consecutivos son diarreas y

1



gastroenteritis pudiendo ser de origen infeccioso con un indice de 18.89% y las enfermedades

respiratorias y heumonia con un valor del 18,71%, datos que resultan altos y alarmantes. (INEC,
2014, pp.54-56)

La incidencia de las EDA (Enfermedades diarreicas agudas) e IRAs (Infecciones respiratorias
agudas) es mayor en las zonas rurales de la Sierra y Amazonia siendo el 30% y 50%
respectivamente. En la provincia de Chimborazo de igual manera en los sectores rurales, las
EDA e IRAs son las principales responsables de la morbi - mortalidad infantil, que el 61.1% son

tratadas con medicamentos caseros y el 27.8% con antibiéticos de origen sintético. (SANOFI,
2013, http://www.sanofi.com.ec/l/ec/sp/layout.jsp?scat=56B67321-AACE-4BBD-9B84-83932DD36F11)

En la actualidad, las infecciones de vias urinarias también constituyen un problema de salud que
afecta con mayor frecuencia a las mujeres con una tasa media de 10.72 (INEC, 2014, pp.54-56),
siendo relevante en mujeres embarazadas, dado que el 27% de partos pretérmino tienen una

correlacién clinica con las infecciones de vias urinarias (Macejko & Schaeffer, 2007, pp.35-42).

Actualmente, el uso irracional de antibiéticos es considerado un problema a nivel mundial,
mismo que puede derivarse de factores como: forma inadecuada e incorrecta en la toma de estos
medicamentos, automedicacion, etc, desencadenando la resistencia antibacteriana que se genera
tanto en el ser humano como en los animales y varia de acuerdo a la localidad pero en general se
reporta que las bacterias Gram negativas tales como: Escherichia spp, Klebsiella spp,

Pseudomona spp, entre otras, muestran mayor resistencia que las bacterias Gram positivas.
(Nikaido, 2003, pp.593-656)

Otra patologia que aqueja a toda la poblacién es el céncer, producido por el crecimiento
incontrolado de células anormales como producto de una alteracion en el ADN, esta division
celular forma tumores, invade 6rganos y tiende a diseminarse por la linfa, terminando en una
metastasis. En el afio 2008, segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) esta enfermedad
ocupaba el segundo lugar en mortalidad (7.7 millones de defunciones), para el afio 2030 se

estima que sobrepasara los 13.1 millones de defunciones (De la Garza & Juarez, 2014, pp.11-18).



La segunda causa de mortalidad en el Ecuador es el cancer, segun las estadisticas de SOLCA se
presentan 134.9 casos en mujeres (cancer de mama, piel y Gtero) y 125.9 casos en hombres
(c&ncer de prostata, piel y estbmago) por cada 100 000 habitantes y ésta enfermedad en su gran

mayoria es tratada con medicamentos convencionales. (SOLCA, 2013,

http://www.estadisticas.med.ec/webpages/index.jsp)

Los tubérculos andinos presentan una gran variedad de nutrientes tales como: carbohidratos,
proteinas, fibra, vitaminas y minerales por lo que son considerados esenciales en la dieta diaria;
a mas de esto son utilizados en la medicina indigena ancestral para ayudar a prevenir o curar
enfermedades, es decir en la Region Andina todavia se puede rescatar los usos tradicionales de

los tubérculos y sus plantas. (Alcivar, 2013, p.4)

La mashua (Tropaeolum tuberosum), el melloco (Ullucus tuberosus), la oca (Oxalis tuberosa) y
la papa chaucha (Solanum phureja) al ser tubérculos propios de la region Andina, son utilizados
tradicionalmente como antibacterianos, antiinflamatorios, cicatrizantes y antineoplasicos pero
carecen de estudios cientificos, excepto la T. tuberosum que presenta actividad antimicrobiana
frente a Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans,

efecto que puede deberse a que en su estructura contiene glucosinolatos y fenoles. (Poma & Paz,
2017, pp.17-24) (Chavez, 2013, pp.22-23)

La presente investigacion se enmarca en el area biofarmacéutica encaminadas a las politicas del
Plan Nacional del Buen Vivir establecidas por el organismo pertinente mediante el
potenciamiento del bioconocimiento, al emplear los conocimientos acompafiados de la
preservacion y sustentabilidad de del uso adecuado de los bienes naturales y también va
proyectada hacia el tercer objetivo de éste Plan, mejorar la calidad de vida de la poblacién y en

particular la salud. (SENPLADES, 2013, p.326)

En este contexto, se ha propuesto evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de
Solanum phureja, Tropaeolum tuberosum, Oxalis tuberosa y Ullucus tuberosus, especies

vegetales autdctonas de la region Andina frente a bacterias que afectan a la salud del hombre y



la actividad hemoaglutinante en los grupos sanguineos O, Ay B RH +, con la finalidad de

encontrar lectinas para una posible utilidad terapéutica.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general

Evaluar la actividad antibacteriana y hemoaglutinante de los extractos de las plantas S. phureja,

T. tuberosum, O. tuberosa y U. tuberosus.

Obijetivos especificos

1. Realizar el extracto acuoso y etandlico de las plantas S. phureja, T. tuberosum, O. tuberosa
y U. tuberosus y su correspondiente analisis fitoquimico.

2. Evaluar la actividad hemoaglutinante de los extractos acuosos de las plantas S. phureja, T.
tuberosum, O. tuberosa y U. tuberosus frente a los grupos sanguineos O, Ay B RH +.

3. Determinar la actividad antibacteriana de los extractos de las plantas S. phureja, T.
tuberosum, O. tuberosa y U. tuberosus frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Proteus mirabilis y Salmonella typhimurium.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Medicina Tradicional

La medicina tradicional segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) constituye el
conjunto de conocimientos, aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y experiencias
indigenas de diferentes culturas, sean o no explicables, usados para el mantenimiento de la
salud, asi como prevencion, diagndstico, mejora o tratamiento de enfermedades fisicas o

mentales. (OMS, 2014, pp.14-24)

A través del tiempo la medicina ancestral se ha practicado en distintas regiones del mundo
existiendo entre ellas la medicina china, arabe, el ayurveda hindd, etc. En cada continente se han
desarrollado diferentes culturas con particulares formas de medicina ancestral indigena
originadas por factores como: historia, filosofia, actitudes y creencias que varian de acuerdo a

su manera de practicarla. (OMS, 2014, pp.14-24)

La medicina tradicional se clasifica en dos tipos: terapia con el uso de medicamentos al utilizar
tratamientos a base de plantas, partes de animales, minerales y terapia sin el empleo de

medicamentos al realizar actividades como acupuntura, gingong, terapia termal, entre otras.
(OMS, 2014, pp.14-24)

La medicina tradicional se utiliza a lo largo del mundo, tanto en paises desarrollados y

subdesarrollados. Segun la OMS cerca del 80% de la poblacion de los paises en desarrollo



acude a la medicina tradicional como forma de atencion primaria. En Latinoamérica se utiliza

debido a circunstancias historicas y creencias culturales. (Bermadez, et al, 2005, pp.453-459)

La medicina tradicional en paises Latinoamericanos hoy en dia muestra un aumento e impacto
social, representando un aporte importante en atencion a la salud, llegando a ser reconocida por
la Organizacién Mundial de la Salud y la Organizacion Panamericana de la Salud, ésta medicina
se encuentra presente en las zonas rurales de los paises latinos pero también se registra su

practica en las zonas urbanas. (Becerra, 2014, pp.14-16)

El Ecuador es un pais intercultural y pluricultural, de creencias ancestrales por lo que existe una
fuerte idiosincrasia en cuanto a la medicina ancestral y a la utilizacion de plantas medicinales,
esto permite obtener una base sélida de conocimientos, las cuales deberian ser corroborados
cientificamente, investigando las moléculas o compuestos responsables de las actividades

terapéuticas observadas por los habitantes tanto de las zonas rurales como urbanas. (Becerra, 2014,
pp.14-16)

1.2. Plantas medicinales

Las plantas tienen un gran valor en la medicina actual, ya que son el origen de los agentes
terapéuticos, empleados como materia prima para la elaboraciéon de medicamentos
semisintéticos mas complejos, de manera que la estructura quimica de los principios activos

naturales seria un proptotipo para la elaboracion de los fa&rmacos sintéticos. (Bermudez, et al, 2005,
pp.453-459)

Son plantas medicinales, todas aquellas que contienen en alguno de sus 6rganos, principios
activos, los cuales administrados en dosis suficientes, producen efectos curativos sobre

enfermedades humanas y animales. (Pérez, 2008, pp.23-24)



De acuerdo con la OMS (1979) una planta medicinal es definida como “Cualquier especie

vegetal que contiene sustancias que pueden ser empleadas para propositos terapéuticos o cuyos

principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos”. (Bermidez,
et al, 2005, pp.453-459)

1.2.1.

Extractos vegetales

Extracto vegetal es una preparacién liquida, semisélida o sélida que procede de la accién de

solventes como agua, etanol, acetato de etilo, éter, entre otros, sobre una planta, sus hojas, flores

u otros componentes de la misma, proporcionando los principios activos presentes en ella.

(Alvarez & Bagué, 2012, p.145)

121

b)

.1. Tipos de Extractos

Extractos Fluidos: Es una preparacion de consistencia liquida, en la cual 1 g de planta
equivale a 1 g de extracto de la misma. Para la obtencion de éste preparado se utiliza como
solvente etanol, agua, entre otros; se almacena en frascos de vidrio, bien sellados sin

contacto directo con la luz y en un ambiente seco para una conservacién apropiada. (Alvarez
& Bagué, 2012, p.145)

Extractos Semisolidos o Blandos: Es una preparacion de consistencia semisélida, que se
obtiene por evaporizacién parcial o total del solvente de extraccion donde el contenido de
agua se encuentra aproximadamente en un 60% por lo que es de dificil manipulacion y

conservacion. (Alvarez & Bagué, 2012, p.145)

Extractos Secos: Es una preparacion de consistencia seca, que resulta de la evaporacion
total o completa del solvente empleado para conseguir un residuo con una humedad menor

o igual al 5%. Es un extracto muy estable pero es higroscopico. (Alvarez & Bagué, 2012, p.145)



1.2.1.2. Métodos de extraccion

La extraccion es el método méas utilizado para la separacion de componentes, compuestos,

liquidos, entre otros de una mezcla. (Caldas, 2012, p.19)

1. Extraccién mecéanica: Se obtiene un extracto liquido de la planta empleada, en el cual la
materia prima atraviesa por el proceso mecénico de cortar, exprimir, moler, licuar, realizar

incisiones o someter al calor. (Marcano & Hasegawa, 2002, pp. 60-62)

2. Destilacion: Consiste en la separacion de distintos liquidos, aceites esenciales de una planta
en funcién de la diferencia de presion de vapor y su punto de ebullicion, mediante la
vaporizacion y condensacion. Se basa en la distinta polaridad de los compuestos (volatiles

y no volatiles). (Marcano & Hasegawa, 2002, pp. 60-62)

3. Extraccion con solventes: Se utiliza para la obtencion de principios y metabolitos activos
presentes en la planta, mediante el empleo de solventes como alcohol, acetona, agua, éter,
entre otros, que poseen la capacidad de solubilizar componentes activos, de manera que, los
principios activos solubilizados se encuentran suspendidos en el solvente y se obtiene un

residuo. Existe dos tipos: Continua (Soxhlet) y discontinua (maceracién). (Marcano &
Hasegawa, 2002, pp. 60-62)

e Extraccion continua — Soxhlet: El equipo Soxhlet recircula los vapores condensados a la
fuente de disolvente que se encuentra en evaporacién continua, acarreando consigo los

principios activos presentes en la muestra vegetal. (Caldas, 2012, p.19)

e Extraccion discontinua — Maceracion: Es un tipo de extraccion sélido — liquido, donde
la planta es cubierta en su totalidad por el solvente, ocasionando la difusién de los

principios activos solubles en dicho solvente hasta alcanzar un equilibrio entre el



residuo y la concentracion del extracto liquido. Este proceso se lleva a cabo por varios

dias y no requiere equipos sofisticados. (Marcano & Hasegawa, 2002, pp. 60-62)

1.2.1.3. Concentracion de extractos

Consiste en la evaporacion del solvente empleado en la extraccion de principios activos de la
planta, mediante el equipo rotavapor que concentra con pardmetros como: temperatura,
movimiento y presion. La velocidad de rotacion y la presion incrementan la velocidad del

proceso de evaporacion del solvente y evitan la ebullicion. (Marcano & Hasegawa, 2002, pp. 60-62)

1.2.2. Actividad Antibacteriana en Plantas

Las plantas han sido utilizadas desde la antigiedad para la curacion de dolencias o

enfermedades, algunas tienen la capacidad de combatir microorganismos pat6genos. (Bermidez, et
al, 2005, pp.453-459)

Alrededor del 60% de la poblacion mundial utiliza plantas con la propiedad antibacteriana. En
muchos casos se utiliza directamente la planta o algin tipo de extracto que presente ésta

actividad. (Bermadez, et al, 2005, pp.453-459)

A continuacion en el tamizaje fitoquimico se hara énfasis en los metabolitos secundarios que

poseen la actividad bioldgica antibacteriana.

1.3. Tamizaje Fitoquimico

Se denomina también screening fitoquimico, es un andlisis cualitativo que determina la

presencia de metabolitos secundarios, identifica las sustancias activas y contribuye a establecer
9



los compuestos que deben ser aislados y fraccionados de la planta. Los metabolitos secundarios
pueden ser: Alcaloides, aceites y grasas, lactonas y cumarinas, triterpenos, esteroides,
catequinas, resinas, azlcares reductores, fenoles y taninos, saponinas, aminoacidos, quinonas,

flavonoides, antocianidinas, mucilagos y principios amargos. (Palacios, 2008, http:/farmacognosia-

farmaciauladech.blogspot.com/)

1.3.1. Terpenos

Los terpenos son compuestos estructurados por la unién de diversas unidades de isopreno (5
carbonos) (Avalos & Pérez-Urria, 2009, pp.122-123), se encuentran en el reino vegetal y poseen

propiedades: Antiulcerosas, antimalariales, anticarcinogésis y antimicrobianas. (Eisenreich, et al,
2001, pp.78-84)

1.3.2. Cumarinas

Son compuestos fendlicos presentes en plantas, poseen la estructura base benzo-a-pirona, se
disponen sustituyentes de distinta naturaleza quimica y se clasifican en sencillos y complejos.

Pueden actuar como vasodilatadores, anticoagulantes y fotosensibilizantes tonicos. (UPM, 2010,
pp.60-65)

1.3.3. Saponinas

Son sustancias anfifilicas de naturaleza triterpénica policiclica o glucosida esteroide, es decir
poseen una parte liposoluble (triterpenos o esteroide) y una parte hidrosoluble (carbohidrato), de
manera que disminuye la tension superficial, debido a esta particularidad se atribuye la accion

detergente y emulsificante. (Schenkel, et al, 2001, p. 27)
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1.3.4. Antocianidinas

Son pigmentos naturales derivados del ion flavilio, producto de metoxilaciones y
oxhidrilaciones, dan coloracion a los vegetales, cereales y frutas. Tienen propiedades
antineoplasicas, antiinflamatorias y antidiabéticas; también contribuyen a la disminucién de la

cardiopatia coronaria, mejoran la vision y la conducta cognitiva. (Garzon, 2008, pp.27-36)

1.3.5. Glucoésidos

Son compuestos formados por una fraccién glucidica, que se encuentra entrelazada a otra
fraccion de naturaleza variable (aglucén) mediante un enlace éster. Poseen propiedades
anticoagulantes, tonicovenosas, antiespasmodicas, antibacterianas y cuando son de tipo

esteroidal tienen propiedades cardioténicas. (Stoll, 1948, pp.64-73)

1.3.6. Mucilagos

Se localizan en las plantas y se encuentran formados por polisacéaridos, contienen
principalmente azlcares y acidos urénicos. Tienen la capacidad de formar geles en contacto con
el agua y disoluciones de consistencia viscosa. Poseen propiedades demulcentes, emolientes y

antiinflamatorias. (UPM, 2010, pp.60-65)

1.3.7. Alcaloides

Son compuestos organicos nitrogenados, de caracter basico, la gran mayoria provienen de
aminodacidos y se encuentran en la naturaleza en forma de sales en los vegetales. Debido a su
estructura quimica poseen efectos estimulantes (cafeina) y depresores (morfina) sobre el
Sistema Nervioso Central, de modo que actian como analgésicos, anestésicos y también como

pesticidas e insecticidas. (Pacheco, 2013, pp.7-11)
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1.3.8. Quinonas

Son metabolitos secundarios que se hallan en la corteza, madera, raices y hojas de las plantas.
Presentan coloraciones que varian desde amarillo hasta casi negro. ActGan sobre los
polipéptidos y enzimas ligadas a la membrana, también sobre las adhesinas de la superficie
bacteriana, un ejemplo de ellas es el lapachol, el cual tiene actividad citostatica, bacteriostatica y
fungistatica, otro ejemplo es la plumbagina, la cual actta contra la leishmaniasis y la shikonina

s un antimicatico. (Lock de Ugaz, 1994, pp. 114-182)
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lapachol

Figura 1-1: Estructura quimica del lapachol
Fuente: (Chamy & Rosenkranz, 2013)

1.3.9. Compuestos fendlicos

Comprenden a todos los metabolitos secundarios que poseen en su composicion el grupo fenol,
se establecen varias estructuras alifaticas y aromaticas. Son solubles en solventes polares y en
bases como NaOH, Na,CO; (debido a su acidez) y dan coloracién a las plantas. Se clasifican en
mono Yy polifenoles y actian como bactericidas y fungicidas (&cido cafeico y cindmico) o

bacteriostaticos (catecoles y eugenoles) e insecticidas. (Facundo, 2016, pp.3-5)

1.3.9.1. Flavonoides

Son compuestos polifendlicos derivados del fenil propano, solubles en agua y etanol, cuyo peso
molecular es bajo y poseen la estructura benzo-y-pirano. Estan distribuidos en el reino vegetal

en forma de glicésidos (Cartaya & Reynaldo, 2001, pp.5-12), dentro de este grupo estan las catequinas.
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Actlan como antibacterianos y antifngicos (apigenina, luteolina, quercetina, dihifroquercetina,

dihidrorobinetina y faseolinisoflavano) (Ferraro, 1983, pp.97-103).

quercetin

Figura 2-1: Estructura quimica de la quercetina
Fuente: (Chamy & Rosenkranz, 2013)

1.3.9.2. Taninos

Son compuestos fendlicos hidrofilicos, tienen en su estructura grupos hidroxilo y otros grupos
funcionales forman complejos con las proteinas. Poseen propiedades astringentes, antisépticas,
vasoconstrictoras, cicatrizantes y sirven como defensa frente a bacterias y hongos, se cree que

es debido a la interaccion sobre las proteinas (adhesinas) y polisacaridos. (UPM, 2010, pp.60-65)

1.4. Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares que se reproducen por fisién binaria, poseen
mecanismos propios de produccion de energia para su crecimiento y desarrollo, la gran mayoria

son de vida libre. (Pirez & Mota, 2008, pp.23-36)

Producen enfermedades de origen infeccioso que aunque poco letales, sin embargo continGan
siendo una amenaza importante para la supervivencia ya que existen muertes debido a
infecciones como la tuberculosis, neumonia y otras enfermedades respiratorias, sindromes

diarreicos severos y por patdgenos con resistencias maltiples que conllevan a una sepsis.

(Madigan, et al, 2009, p.9)
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1.4.1. Staphylococcus aureus

Son cocos Gram positivos, que miden entre 0.5 a 1.5 um, se hallan como células Unicas o
agrupadas como racimos irregulares parecidos a los racimos de uvas, sus colonias son cremosas
con bordes enteros y lisos. EI S. aureus puede producir carotenoides que otorgan una coloracion
amarilla o dorada a sus colonias y ademas presentar f hemdlisis. Crecen en medios de
enriquecimiento no selectivos como caldo cerebro corazon, agar sangre, agar chocolate, entre
otros (Cervantes, et al, 2014, pp.28-40), durante 18 — 24 horas en un intervalo de temperatura de 7 —
40 °C con un 6ptimo de 35 — 37 °C (Baeza, et al, 2010, p.2).

S. aureus puede provocar infecciones como: Neumonia, meningitis, infecciones pidgenas,
endocarditis, abscesos, infecciones profundas, piel escaldada, intoxicacion alimentaria, artritis
séptica, pericarditis, osteomielitis, sindrome de choque toxico. S. aureus resistente a la
meticilina (SARM) produce bacteriemia (Cervantes, et al, 2014, pp.28-40), causando alrededor del 11
— 33 % de las bacteriemias intrahospitalarias y un porcentaje significativo en la comunidad

(Tibavizco, et al, 2007, pp.294-307).

Las distintas cepas de S. aureus han generado resistencia a varios farmacos, tales como:

tetraciclinas, clindamicina, g-lactdmicos, quinolonas, cetolidos, azélidos y aminoglucésidos.
(Casellas, 2011, p.520)

1.4.2. Escherichia coli

Es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae. Sus colonias son de color blanco opaco, convexas, circulares con un tamafio
de 2 — 4 mm. Su temperatura 6ptima crecimiento es de 37 °C. Se halla en la flora intestinal de
los animales y el hombre. Se clasifican de acuerdo a su patogenicidad, virulencia y toxicidad en:

Enteroagregativa, entopatdgena, enterotoxigénica, enterohemorrdgica y adherencia difusa.
(Rodriguez-Angeles, 2002, pp.464-475)
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E. coli produce infecciones intestinales como diarreas hemorréagicas que perjudican con mayor
frecuencia a nifios de entre 1 a 8 afios y extraintestinales, tales como mastitis, neumonia,

peritonitis, septicemia, meningitis, infecciones de vias urinarias. (Torres, 2013, pp.15-17)

Las cepas de E. coli presentan multirresistencia a los antibidticos en un 32,5%, como a

sulfatrimetoprim, penicilinas + IBL y cefalosporinas. (Garcia Rodriguez & Garcia Sanchez, 1997, pp. 39-
50)

1.4.3. Proteus mirabilis

Es un bacilo Gram negativo, con amplia motilidad, aerobio facultativo propio de la microbiota
fecal. Sus colonias son blanquecinas traslicidas, redondeados, circulares y convexas. Crece en

medios nutritivos como agar sangre, caldo cerebro corazén. (Lennette, 2008, p. 246)

P. mirabilis produce infecciones del tracto urinario, bacteriemias, infeccion en heridas,

neumonia y septicemias. (Murray, et al, 2009, pp. 9-23)

Las cepas de P. mirabilis presenta multirresistencia a antibiéticos como sulfatrimetoprim vy
cefalosporinas de tercera y cuarta generacién (Acosta, 2014, pp.15-17), ésta resistencia se debe a la

adquisicion de las bectalactamasas plasmidicas (Rodriguez, 2005, pp. 135-251).

1.4.4. Salmonella typhimurium

Es una bacteria anaerdbica facultativa, produce acido sulfhidrico a partir de maltosa, sorbitol y
glucosa pero no produce gas; no fermenta sacarosa, ramnosa ni lactosa. Elabora nitrito a partir

de nitrato. Su temperatura Optima de crecimiento es de 37 °C. (Calva, 2014,

http://www.biblioweb.tic.unam.mx/libros/microbios/Cap4/)
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S. typhimurium provoca la fiebre tifoidea debido a una septicemia. La gran parte de las cepas
son maviles porque tienen flagelos peritricos, que envuelven a la célula, sin embargo hay cepas

no moviles. (Calva, 2014, http://iwww.biblioweb.tic.unam.mx/libros/microbios/Cap4/)

Las cepas de S. typhimurium presentan resistencia a antibidticos como las cefalosporinas y

quinolonas de tercera generacion, cotrimoxazol, amoxicilina y cloranfenicol. (Calva, 2014,

http://www.biblioweb.tic.unam.mx/libros/microbios/Cap4/)

1.5. Antibioticos

Son sustancias quimicas que se obtienen a partir de varios microorganismos (hongos, bacterias,
actinomicetos) o pueden ser sintetizados quimicamente en el laboratorio, detienen el
crecimiento y desarrollo de microorganismos al inhibirlos (bacteriostaticos) o erradicarlos
(bactericidas) (Jawetz, 1989, pp. 110-113). Estas sustancias varian de acuerdo a sus propiedades
fisicoguimicas y efectos farmacoldgicos, también se distinguen en su mecanismo de accion y

espectro antimicrobiano (Madigan, et al, 2009, p.9).

1.5.1. Mecanismo de accion de los antibioticos

Los antibidticos se encuentran formados por distintos compuestos, inhiben varios procesos
metabdlicos o actlian sobre partes especificas de la célula bacteriana (Cuadros, 2010, p.4). Entre los

principales mecanismos de accion de antibidticos tenemos:

a. Inhiben la sintesis de la pared bacteriana.

b. Afectan la permeabilidad de la membrana celular y permiten la fuga de compuestos
intracelulares.
c. Afectan la funcion de las subunidades ribosomales 30 S o 50 S causando inhibicion

reversible de la sintesis proteinica.
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d. Perjudican el metabolismo del acido nucleico al bloquear las enzimas bacterianas que son

esenciales para la sintesis de DNA y asi impiden la replicacion del ADN bacteriano.

e. Bloquean fases metabdlicas especificas que son esenciales para los microorganismos como

los antimetabolitos (Trimetoprim y las sulfonamidas). (Pesantes, 2015, pp.19-24)

1.5.2. Resistencia Bacteriana a Antibiéticos

Es la condicién alcanzada por una bacteria al tolerar los efectos del antibi6tico ante el cual
habitualmente muestra sensibilidad. Esta condicion es provocada por genes de resistencia
producto de intercambios genéticos. (Madigan, et al, 2009, p.9)

1.6. Tubérculos andinos

Los tubérculos conocidos por las culturas indigenas como papa chaucha, mashua, oca y melloco
tienen su origen en la Region Andina donde desde la antigliedad ademas de ser utilizados como
alimentos, han sido empleados como remedios naturales dando resultados positivos para

contrarrestar ciertos tipos de dolencias, infecciones, entre otros. (Alcivar, 2013, p.4)

1.6.1. Tropaeolum tuberosum

1.6.1.1. Nombre Vernaculo

El T. tuberosum 6 mashua es un tubérculo que se le conoce también como mashuar, Afild, Anyu,
Majua, Mafua, Mauja, Maxua, Isafio (en espafiol) y como Apifiu, Apifia-mama, Yanaoca (en

quechua). (Aquise, 2011, pp.5-16)
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Figura 3-1: Planta Tropaeolum tuberosum
Fuente: (RHS, 2002)

1.6.1.2. Antecedentes

Originaria de la region andina desde Ecuador hasta Bolivia. Es un cultivo muy importante en las
comunidades indigenas alto andinas del Ecuador. Es considerada como medicina natural y
alimento nutritivo preparado con diversos productos como panela, canela y leche. Existe una
gran variedad de especies como la mashua amarilla (mashua chaucha), la variedad zapallo y en
escala reducida la mashua morada. Su crecimiento se da en suelos que no necesitan el empleo

de fertilizantes ni pesticidas, resiste a heladas y repele insectos y nematodos. (Cueva & Groten,
2010, p. 69)

1.6.1.3. Descripcion botanica

Es una planta herbacea perenne, semirastrera que puede crecer hasta los 2 metros de altura.
Proporciona tubérculos que miden de 5 a 15 cm, tienen colores purpura, violeta, anaranjado,
amarillo, blanco, rojizo, punteadas con rojo brillante y lineas moradas. Tienen una estructura
elipsoidal y pueden estar ramificados. Sus tallos aéreos poseen forma cilindrica, ramificaciones
y tienen un color violeta. Sus hojas son alternas de coloracién verde con puntas rojas. Las flores
son bisexuales contienen matices que van desde el color naranja al escarlata y pueden ser

polinizadas por aves e insectos. El fruto es un esquizocarpo. (Beltran & Mera, 2014, pp.4-12)
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1.6.1.4. Clasificacion Taxonomica

Tabla 1-1: Clasificacién taxondmica de Tropaeolum tuberosum

Reino Plantae

Phylum Angiospermae

Clase Dicotiledoneae

Orden Brassicales

Familia Tropaeolaceae
Género Tropaeolum

Especie Tropaeolum tuberosus

Fuente: (Aquise, 2011, pp.5-16)

1.6.1.5. Usos Medicinales

La mashua actda contra los célculos renales, reduce las dolencias del tracto genitourinario e
inhibe el crecimiento de las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus y hongos como
Candida albicans. Se utiliza también para combatir la anemia y se presume que si es alto su

consumo con poca cantidad de yodo se podria adquirir el bocio. (Aquise, 2011, pp.5-16)

1.6.2. Solanum phureja

1.6.2.1. Nombre Vernaculo

La S. phureja ¢ papa chaucha es un tubérculo conocido también como papa criolla, papa

amarilla, yema de huevo, ajiaco y pigueteadores. (Pérez, 2013,

http://www.botanicayjardines.com/etiqueta/papa-chaucha/)
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Figura 4-1: Planta Solanum phureja
Fuente: (Wagner, 2008)

1.6.2.2. Antecedentes

Es una planta originaria de los Andes, con mayor relevancia en su produccion en Peru, Ecuador
y Chile, su cultivo se inici6 miles de afios atras en la cuenca del lago Titicaca, (area
comprendida entre Peru y Bolivia). La papa es uno de los alimentos indispensables en la dieta
tanto en América como en Europa donde fue introducida en el siglo XVI durante la conquista
espafola. (Rivadeneira, 2013, p.6)

1.6.2.3. Descripcion botanica

La planta mide 60 cm de alto, compuesta por numerosos tallos de color verde, ramificada en la
parte baja donde nacen flores de color lila, blanca o roja, puede tener un crecimiento erecto o
semierecto. La morfologia del follaje y de los 6rganos reproductores es variada en cuanto a
color, forma, crecimiento y tamarfio, también difiere en el sabor de los tubérculos, éstos pueden
tener un tamafio pequefio, de aspecto redondo u ovoide, con matices amarillos y en algunos

casos con tintes rojos; esta planta produce hasta 40 tubérculos. (Tapia & Fries, 2007, p.25)
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1.6.2.4. Clasificacion Taxonomica

Tabla 2-1: Clasificacién taxonémica de Solanum phureja

Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae

Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum
Especie Solanum phureja

Fuente: (Rodriguez & Llanos, 2013, p.6)

1.6.2.5. Usos Medicinales

La papa chaucha posee propiedades antioxidantes y antineoplasicas por tener en su composicion
un bajo contenido de compuestos fenolicos. Reduce los niveles de glucosa y colesterol. (Ramirez,
2010, pp.44-46)

1.6.3. Ullucus tuberosus

1.6.3.1. Nombre Vernaculo

El U. tuberosus 6 melloco es un tubérculo conocido en el idioma quechua y en aymara como
ullucu o ulluma y en esparfiol es conocido como melloco, olluco, ulluco, rubas, rubia, ruba,
tiquifio, mucuchi, michurui muguri, camarones de tierra, ruhuas, hubas, chugas, chigua, ulluca,

ulluma o papa lisa. (Aquise, 2011, pp.5-16)
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Figura 5-1: Planta Ullucus tuberosus
Fuente: (Carton, 2016)

1.6.3.2. Antecedentes

Es una planta nutracéutica cuyo cultivo se inici6 en la regién Andina hace unos 5000 afios. Es
un cultivo ampliamente expandido por Sudamérica y en el Ecuador es consumido por su sabor
agradable y versatilidad para la gastronomia, también tiene resistencia a plagas y no requiere de
la utilizacion de pesticidas en grandes cantidades. (Aquise, 2011, pp.5-16)

1.6.3.3. Descripcion botanica

Es una planta anual, posee un sistema radicular abundante, alargado y fibroso, que abarca de 3 a
6 tallos aéreos, su altura oscila entre 30 a 80 cm, son carnosos, de color verde, purpura o rosado
y tienen de 3 a 5 aristas. Crece de manera erecta, rastrera y semirastrera. Las hojas son alternas
con peciolos largos, gruesos, de color verde y puede tener pigmentaciones pdrpuras en el envés.
Los tubérculos tienen un tamafio que varia entre 4 a 8 cm de largo y distintas formas ovoides u

ovaladas. (Pérez, 2017, p.10)
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1.6.3.4. Clasificacion Taxonomica

Tabla 3-1: Clasificacién taxonémica de Ullucus tuberosus

Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Caryophyllales
Familia Basellaceae
Género Ullucus

Especie Ullucus tuberosus

Fuente: (Aquise, 2011, pp.5-16)

1.6.3.5. Usos Medicinales

A mas del consumo del tubérculo también se puede consumir las hojas de la planta las cuales
aportan un alto contenido de hierro y vitaminas por lo que es considerado un alimento
nutracéutico. Facilita el trabajo de parto y actla contra los dolores de estdbmago, cabeza y

tumores. Se utiliza como cicatrizante, antiinflamatorio y antibacteriano. (Pérez, 2017, p.10)

1.6.4. Oxalis tuberosa

1.6.4.1. Nombre Vernaculo

La O. tuberosa u oca es un tubérculo andino, su nombre comin tiene procedencia quechua,

también se le conoce como: apio, cavi, cuiba, huisisai, ibia, quiba. (Casado & Romero, 2007. p.544)
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Figura 6-1: Planta Oxalis tuberosa
Fuente: (Valley, 2010)

1.6.4.2. Antecedentes

Es una planta originaria de la region Andina, su cultivo y consumo en ésta region comprende el
segundo lugar después de la papa y se cultiva fundamentalmente en tierras altas de Ecuador,
Per(, Bolivia, Venezuela y Chile, donde se viene cultivando mucho antes de los tiempos de los

Incas. Los tubérculos poseen un agradable sabor y una amplia gama de colores brillantes.
(Aquise, 2011, pp.5-16)

1.6.4.3. Descripcion botanica

Es una planta que crece entre 0.20 a 0.40 m. Sus tallos son de forma cilindrica y color verde,
posee un diametro que varia de 0.5 a 1.5 cm, éstos germinan de la base a la planta
proporcionandole una estructura cénica o semiesférica. Sus hojas son alternas, trifoliadas que
miden de 2 a 9 cm. Los tubérculos miden de 5 a 15 cm, pueden ser de aspecto cilindrico u
ovoide y tienen un color morado, negro, blanco, amarillo o rosado. Las yemas son de tamafio,

color y profundidad distinta, segun el clon. (Rosero, 2010, p.19)
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1.6.4.4. Clasificacion Taxonomica

Tabla 4-1: Clasificacion taxonémica de Oxalis tuberosa

Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Geraniales
Familia Oxalidaceae
Género Oxalis

Especie Oxalis tuberosa

Fuente: (Aquise, 2011, pp.5-16)

1.6.4.5. Usos Medicinales

Se utiliza como astringente. El zumo de las hojas desinflama los testiculos y la coccion de éstas
ayuda a contrarrestar el dolor de oidos. El almiddn sirve para la preparacion a nivel industrial de

un almidon fino. (Aquise, 2011, pp.5-16)

1.7. Actividad Hemoaglutinante

1.7.1. Historia

En el afio de 1919 James Summer aisl6 una fitohemaglutinina en forma cristalina de la especie
Canavalia ensiformis. Posteriormente William Boyd en 1954, denomind lectinas a éstas

fitohemaglutininas, su nombre proviene del latin legere = elegir. (Reyes & Gallegos, 2011, pp.179-
182)
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Peter Nowel en 1960 descubrid que la lectina del frijol rojo poseia la capacidad mitdgena. En
1963 se indicd que las lectinas tienen la propiedad de diferenciar células normales de células

cancerigenas. Hoy en dia se utiliza las lectinas en analisis bioquimicos, biomédicos, genéticos.
(Reyes & Gallegos, 2011, pp.179-182)

La hemaglutinacion es la aglutinacién de los hematies. Las lectinas son glicoproteinas que
tienen la capacidad de aglutinar células y/o precipitar glicoconjugados; muestran afinidad por

los glucidos de la membrana de los hematies. (Charzeddine & Farifias, 2001, pp.49-54)

1.7.2. Lectinas Vegetales

Son un grupo de proteinas de procedencia no inmune diferenciadas por la unién especifica y
reversible a los hidratos de carbono que se hallan en forma libre o0 a los que forman parte de
estructuras complejas. Las lectinas tienen al menos dos puntos de unién: a una molécula

glicosilada o a un glucido determinado. (Castillo & Abdullaev, 2004, p.55)

W o JW

Figura 7-1: Reaccion de aglutinacion
Fuente: (Owen, et al, 2014, p.427)

El fundamento por la actividad realizada de las lectinas vegetales esta basado en sus
propiedades bioldgicas, como ejemplo tenemos la identificacion e interaccion de los grupos
sanguineos, aglutinacion de linfocitos, hematies, bacterias, células anormales (cancerigenas)

entre otras. (Castillo & Abdullaev, 2004, p.55)
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En los vegetales, las lectinas cumplen funciones como la regulacion fisiologica, agentes
antimicrobianos, inducen los procesos de divisidn y proliferacion de la célula. En la actualidad,
un gran namero de lectinas vegetales han sido purificadas y caracterizadas en relacion a sus

propiedades bioquimicas, especificidades de union a hidratos de carbono y funciones bioldgicas.
(Castillo & Abdullaev, 2004, p.55)

Las lectinas vegetales con relacion a su estructura pueden clasificarse en:

1) Merolectina: Consta de un Unico sitio de union a los hidratos de carbono y no aglutina a la
célula que se une.

2) Hololectina: Consta de dos sitios de union y aglutinan a la célula a la que se adhieren.

3) Quimerolectina: Pueden aglutinar o no, contienen un sitio de unién especifico a

carbohidratos y otro a otros compuestos. (Nagano, 2007, p.35)

MEROLECTINA HOLOLECTINA QUIMEROLECTINA

G HE8E -

Quitinasa Clase |

Figura 8-1: Tipos de lectinas
Fuente: (Nagano, 2007, p.35)

Recientemente las lectinas vegetales han sido utilizadas como instrumentos clinicos para la
diferenciacion de tumores malignos de benignos. Diversos estudios han demostrado evidencias
de actividades anti-tumorales de lectinas vegetales como la Ricina y WGA, mediante la

estimulacion de la apoptosis en células cancerigenas. (Liu, et al, 2010, pp.1-3)

1.7.2.1. Aplicaciones

Por su selectividad y sencilla purificacion las lectinas se utilizan para:
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Purificar glicoproteinas, glicolipidos y glucanos a través del método cromatografico por
afinidad, también se puede emplear como marcadores fluorescentes en métodos histoquimicos o
para detectar alteraciones malignas, precisamente las lectinas de Vicia villosa se adhieren al
antigeno Tn propio para células cancerigenas. Las lectinas se pueden emplear también en el

tratamiento anticancerigeno al ser sustancias inactivadoras de ribosomas. (Nagano, 2007, p.35)

1.7.2.2. Utilidad terapéutica frente al cancer

Las glicoproteinas son fundamentales por su accion de identificar, comunicar y adherirse a la
celula, estas actividades resultan indispensables en la formacion, propagacion y metastasis del
tumor, en el transcurso de este proceso los oligosacaridos de glicoproteinas de la superficie
celular de los tumores cancerigenos estan alterados, modificacion que puede ser detectada por

lectinas. (Castillo & Abdullagv, 2004, p.55)

1.7.2.3. Efectos Adversos de Lectinas

A maés de la gran contribucion de las lectinas en cuanto al diagnéstico del cancer, poseen un
grado de toxicidad al producir inactivacién de los ribosomas, éstas proteinas al ser ingeridas por
el humano o animal puede provocar parengquimatosis, produciendo hemorragias y coagulos,
ademas pueden unirse a grupos glicosilados de las células del epitelio del tracto digestivo

impidiendo la absorcion de nutrientes. (Castillo & Abdullaev, 2004, p.55)
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CAPITULOII

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.  Lugar de la investigacion

La investigacion se realizo en:

» Laboratorio de Productos Naturales — Escuela de Bioguimica y Farmacia — ESPOCH.
» Laboratorio de Bromatologia — Escuela de Nutricion y Dietética — ESPOCH.

» Laboratorio de Analisis Clinico y Bacteriol6gico — Escuela de Bioguimica y farmacia —
ESPOCH.

2.2. Materiales, equipos y reactivos

2.2.1. Material vegetal

1. Mashua (Tropaeolum tuberosum).- EI material vegetal se obtuvo en el mes de Octubre del
2017 en la ciudad de Riobamba, Provincia de Chimborazo, se utiliz las raices, tallos, hojas

y flores.

2. Papa chaucha (Solanum phureja).- La materia prima se obtuvo en el mes de Octubre del
2017 en la ciudad de Riobamba, Provincia de Chimborazo, se utilizé las raices, tallos, hojas

y flores.
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3. Melloco (Ullucus tuberosus).- EI material vegetal se obtuvo en el mes de Octubre del 2017

en la ciudad de Riobamba, Provincia de Chimborazo, se utilizé las raices, tallos y hojas.

4. Oca (Oxalis tuberosa).- La materia prima se obtuvo en el mes de Octubre del 2017 en la
ciudad de Riobamba, Provincia de Chimborazo, se utilizo las raices, tallos, hojas.

2.2.2. Microorganismos (Bacterias) Monitores

o  Escherichia coli ATCC 25922
o  Staphylococcus aureus ATCC 25923
o  Salmonella typhimurium ATCC 14028

o Proteus mirabilis ATCC 25933

2.2.3. Materiales de Laboratorio

o  Vasos de precipitacion 600 mL. o Probeta 500 mL.

o  Vasos de precipitacion de 250 mL. o Probeta 100 mL.

o  Vasos de precipitacion de 100 mL. o Mangueras.

o  Tubos de ensayo. o Piseta.

o  Gradillas. o Jeringas.

o Balones esmerilados de 250 mL. o  Frascos de vidrio ambar 120 mL.
o Pipetas graduadas de 10 mL. o Matraz Erlenmeyer 500 mL.

o Pipetas graduadas de 5 mL. o Reverberos eléctricos.

o  Perade succion. o  TermoOmetro.
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o Parafilm.

o  Guantes descartables.

o Mascarilla.

o Pipeta automatica de 500 uL.

o Pipeta automatica de 100 uL.

o Puntas azules para pipeta automatica.

o Puntas amarillas para  pipeta

automatica.

2.2.4. Equipos de Laboratorio

o Balanza analitica.

o Cémara de Reflujo Laminar.
o Autoclave.

o Céamara Fotografica.

o Bafio maria.

o Rotavapor.

o Refrigerador.

o Estufa.

o  Computadora. Congelador.

o Centrifuga.
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2.2.5. Reactivos

o  Etanol 96%.

o Agua destilada.

o Agua.

o  Solucion Salina 0,9%.

o  Cloroformo.

o Acetato de Etilo.

o Acido acético Glacial.

o Reactivo de Dragendorff.
o Reactivo de Mayer.

o Reactivo de Wagner.

o Reactivo de Baljet.

o Reactivo de Borntrager.

o Reactivo de Libermann-Burchard.
o  Solucion de Fehling A -B.
o  Cloruro férrico 5%.

o Reactivo de Shinoda.

o  Alcohol amilico.

o Acido Sulftrico 1%.

o  Cloruro de Bario dihidrato.

o  Cloruro de Sodio dihidratado.
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2.2.6. Medios de Cultivo

o Agar Muller Hinton.

o Caldo Cerebro Corazon.

2.2.7. Grupos Sanguineos

o ATipoRh".
o B TipoRh".
o TipoRh".

2.3.  Técnicas y Métodos

La investigacion se realiz6 de la siguiente manera:

Elaboracion de los extractos acuosos y etanélicos de las plantas S. phureja, T. tuberosum, O.

tuberosa y U. tuberosus y su correspondiente andlisis fitoquimico.

Evaluacion de la actividad hemoaglutinante de los extractos acuosos de las cuatro plantas frente
a los grupos sanguineos (A Rh +, B Rh +y O Rh +), considerando como pauta la formacion de
grumos (aglutinacion), tapiz o aparicion de botdn en el fondo del tubo de ensayo de los

extractos.
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Analisis de la actividad antibacteriana en bacterias monitores ATCC a través del método de test

de sensibilidad bacteriana a partir del método de difusion en discos.

Planta fresca

Elaboracion de

extractos
Extracto acuoso Extracto etanélico
Evaluacion de la - Realizacion del
actividad tamizaje fitoquimico

hemoaglutinante .

g - Analisis de la

actividad
antibacteriana

Figura 1-2: Esquema de Técnicas y Métodos

Realizado por: Joselin Silva, 2018

2.3.1. Recoleccion y Tratamiento del Material Vegetal

Las muestras de las plantas S. phureja, T. tuberosum, O. tuberosa y U. tuberosus fueron

adquiridas en el Mercado Mayorista de la ciudad de Riobamba.

El tratamiento de las muestras se efectud en el Laboratorio de Bromatologia de la Escuela de
Nutricién y Dietética. Se seleccionaron las raices, tallos, hojas y las flores de aquellas plantas
que las poseian (S. phureja y T. tuberosum) en buen estado. En el caso de las plantas O.
tuberosa y U. tuberosus se necesitd un lavado para eliminar impurezas. Se peso y se dividié en

dos partes iguales para su posterior extraccion (agua y etanol).
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2.3.2. Preparacion de extractos vegetales

2.3.2.1. Preparacion de Extractos Acuosos

Se tomo la muestra vegetal y se homogeniz6 en una licuadora, con la minima cantidad del
buffer colocandose paulatinamente hasta que todo el material fue homogenizado (solvente -

muestra).

Concluido el proceso se retird el homogenato del vaso, se filtr6 con la ayuda de una tela (tul), se
llevé a centrifugacion a 2500 rpm durante 10 minutos, se midio6 el volumen filtrado y se guardo
en congelacion a -20 °C para ensayos posteriores.

2.3.2.2. Obtencion de Extractos Alcohdlicos — Método de Maceracion

Se tomé la muestra vegetal, se cortd en pedazos pequefios, se coloco en un recipiente de vidrio,
se agreg6 etanol hasta 5 mm por encima del material y se almacend en un lugar oscuro por 5
dias, a continuacion se obtuvo el sobrante por decantacion, se midi6 el volumen obtenido y se

guardé en congelacion (-20 °C) para andlisis posteriores.

2.3.2.3. Concentracion de los Extractos Etanolicos

Los extractos etandlicos fueron sometidos a concentracion, utilizando un rotavapor a una

temperatura no mayor a 50 °C.
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2.3.3. Tamizaje Fitoquimico

Para conocer de manera cualitativa los componentes quimicos de los extractos vegetales se
procedi6 a realizar un tamizaje fitoquimico con una alicuota de extracto acuoso y extracto

etandlico.

2.3.3.1. Ensayo de Sudan

Para determinar la presencia de compuestos grasos se tomo una alicuota del extracto alcohdlico,
se le afiadié 1 mL de una solucién diluida en agua del colorante Sudan Ill o Sudan IV y se
calent6 en bafio maria hasta evaporacion del solvente. Se considero6 positivo si aparecieron gotas

0 una pelicula coloreada de rojo en el seno del liquido o en las paredes del tubo de ensayo.
(Miranda, 2002, pp.18-22)

2.3.3.2. Ensayo de Dragendorff

Para la determinacion de alcaloides, a una alicuota del extracto acuoso se le afiadié 1 gota de
acido clorhidrico concentrado (calentar suavemente y dejar enfriar). Sobre la solucion acuosa
acida se realizé el ensayo, afiadiendo 3 gotas del reactivo de Dragendorff. Se consider6 positivo

la aparicion de opalescencia, turbidez o un precipitado. (Miranda, 2002, pp.18-22)

2.3.3.3. Ensayo de Mayer

Para determinar la presencia de alcaloides, se procedié de la forma descrita anteriormente hasta
obtener la solucién acuosa acida. Se afiadio una pequefia cantidad de cloruro de sodio en polvo,
se agitd y filtro. Se afiadio 3 gotas de la solucion reactiva de Mayer. Se considerd positivo la

aparicion de opalescencia, turbidez o un precipitado. (Miranda, 2002, pp.18-22)
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2.3.3.4. Ensayo de Wagner

Para determinar la presencia de alcaloides, se parti6 igual que en los casos anteriores de la
solucion acuosa acida, se afiadié 3 gotas del reactivo de Wagner y se consideré el resultado

positivo la aparicion de opalescencia, turbidez o un precipitado. (Miranda, 2002, pp.18-22)

2.3.3.5. Ensayo de Baljet

Para valorar la presencia de compuestos con grupos lactdnicos (cumarinas), a una alicuota de
extracto alcoholico se le adicion6 1 mL del reactivo de Baljet, se considerd un resultado
positivo la aparicién de una coloracidn roja o un precipitado. (Miranda, 2002, pp.18-22)

2.3.3.6. Ensayo de Borntrager

Para la determinacion de la presencia de quinonas, una alicuota de extracto alcoholico se
evaporé en bafio maria y el residuo se disolvié con 1 mL de cloroformo. Se adicioné 1 mL de
una solucién de amonio al 5 % en agua, se agitd mezclando las fases y se dejo reposar hasta su

ulterior separacion. Se considerd un resultado positivo la aparicion de tonalidades rosado o rojo.
(Miranda, 2002, pp.18-22)

2.3.3.7. Ensayo de Liebermann-Burchard

Para determinar la presencia de triterpenos y/o esteroides, a una alicuota de extracto alcoholico
se evaporo en bafio maria y el residuo se disolvié con 1 mL de cloroformo. Se adiciond 1 mL de
anhidrido acético y se mezcld bien. Por la pared del tubo de ensayo se dejo resbalar 3 gotas de
acido sulfarico concentrado sin agitar. El resultado se considerd positivo bajo el siguiente
criterio de cambio de coloracion: Rosado - azul muy répido, verde intenso visible répido, verde

oscuro - negro final de la reaccion. (Miranda, 2002, pp.18-22)
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2.3.3.8. Ensayo de catequinas

Para la determinacion de catequinas, se tomo una gota del extracto alcohdlico con la ayuda de
un capilar, se aplico sobre papel filtro y se colocd una solucién de carbonato de sodio encima de
la mancha. Se considerd un resultado positivo la aparicién de una mancha verde carmelina a la

luz UV. (Miranda, 2002, pp.18-22)

2.3.3.9. Ensayo de resinas

Para la determinacién de resinas, a una alicuota del extracto alcohdlico se adicion6 10 mL de

agua destilada. Se considerd un resultado positivo la aparicion de un precipitado. (Miranda, 2002,
pp.18-22)

2.3.3.10. Ensayo de Fehling

Para determinar la presencia de azlcares reductores, a una alicuota del extracto acuoso se
adicion6 2 mL del reactivo (1 mL de Fehling A y 1 mL de Fehling B) y se calent6 en bafio
maria a 85°C por 10 minutos. Se considerd un resultado positivo la aparicién de un precipitado

o la coloracion roja de la mezcla. (Miranda, 2002, pp.18-22)

2.3.3.11. Ensayo de la espuma

Para determinar la presencia de saponinas, una alicuota del extracto alcohélico se diluyé con 5
veces su volumen en agua y se agitd la mezcla fuertemente por 5 minutos. Se considerd un
resultado positivo la aparicion de espuma en la superficie del liquido de 2 mm de altura como

minimo y persistente por mas de 2 minutos. (Miranda, 2002, pp.18-22)
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2.3.3.12. Ensayo del cloruro férrico

Para la determinacion de compuestos fendlicos y taninos, a una alicuota del extracto alcohoélico
se le adicion6 3 gotas de una solucion de tricloruro férrico al 5% en solucidn salina fisiologica
(cloruro de sodio al 0.9% en agua). Los resultados se reportaron basandose en el siguiente

criterio:

a. Desarrollo de una coloracidn rojo — vino, compuestos fendlicos en general.
b. Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecélicos.

c. Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos. (Miranda, 2002, pp.18-22)

2.3.3.13. Ensayo de la ninhidrina

Para la determinacion de la presencia de aminoéacidos libres o de aminas en general, una
alicuota del extracto alcohdlico se mezclé con 2 mL de solucién al 2% de ninhidrina en agua y
se calent6 por 10 minutos en bafio maria. Se considerd un resultado positivo la apariciéon de un

color azul violaceo. (Miranda, 2002, pp.18-22)

2.3.3.14. Ensayo de Shinoda

Para determinar la presencia de flavonoides, una alicuota del extracto alcohdlico se diluy6 con
1 mL de &cido clorhidrico concentrado y un pedacito de cinta de magnesio metalico. Después de
la reaccion se esperd 5 minutos, se afiadio 1 mL de alcohol amilico, se mezclaron las fases y se
dejo reposar hasta que se separaron. Se considerd un resultado positivo la coloracién amarilla,

naranja, carmelina o roja del alcohol amilico. (Miranda, 2002, pp.18-22)
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2.3.3.15. Ensayo de antocianidinas

Para determinar la presencia de las estructuras de secuencia Cs-C3-Cs del grupo de los
flavonoides, se calentaron 2 mL del extracto alcohdlico por 10 minutos con 1 mL de acido
clorhidrico concentrado. Se dejé enfriar, se adiciond 1 mL de agua y 2 mL de alcohol amilico.
Se agitd y se dejd separar las dos fases. Se considerd un resultado positivo la coloracion roja a

marron en la fase amilica. (Miranda, 2002, pp.18-22)

2.3.3.16. Ensayo de mucilagos

Para la determinaciéon de la presencia de mucilagos de tipo polisacarido, una alicuota del
extracto acuoso se enfrié a 0 — 5 °C. Se consider6 un resultado positivo la aparicion de una

consistencia gelatinosa. (Miranda, 2002, pp.18-22)

2.3.4. Ensayo de la Actividad Hemoaglutinante

El ensayo de la actividad hemoaglutinante se llev6 a cabo en tubos de vidrio de base redonda,

segun la siguiente metodologia:

a) Preparacion de una Suspension de Globulos Rojos

1. Se tom6 una muestra de sangre de cada uno de los tipos de glébulos rojos (A, By O Rh +)
y se agreg0 en tubos con anticoagulante EDTA.

2. Seadicion6 15 mL de solucion salina al 0.9% a cada tubo.

3. Se centrifugd a 1000 rpm por 10 minutos, se desechd el sobrenadante, nuevamente se
adiciono la misma cantidad de solucién salina y se mezclé la solucion de glébulos rojos

suavemente por inmersion. Este proceso se repitio 3 veces con la finalidad de retirar el
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b)

plasma en su totalidad, es decir hasta conseguir un sobrenadante acuoso translicido, se
separd y se midid la cantidad de glébulos rojos.

Con el pelet de gl6ébulos rojos se prepard una solucion al 5% con la solucién salina estéril
(0,9%) por lo que se hizo los calculos pertinentes de acuerdo a la cantidad de sangre que
obtuvimos.

La solucion de glébulos rojos se almacend bajo refrigeracion para los ensayos de

hemoaglutinacion. (Nagano, 2007, p.35)

Estimacidn del Titulo maximo de aglutinacion de los extractos

Se rotularon tubos de vidrio siguiendo el orden de dilucién que se expresa a continuacion:
1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256 y 1/512. Empleando como volumen de dilucién
200 pL de solucion salina estéril (0,9%).

Se adiciond al primer tubo (1/2) 200 pL de extracto acuoso, se mezclé con la misma pipeta
automatica, se tomo nuevamente 200 L y se trasvasé al segundo tubo (1/4), esta técnica se
realiz6 de la misma manera hasta alcanzar la dilucion 1/512.

Se agitd suavemente los recipientes que contienen la solucion de glébulos rojos de cada
grupo sanguineo anteriormente preparados y para cada dilucion de extractos se agreg6é 200
pL.

Se colocaron los tubos a una temperatura de 37 °C alrededor de 60 minutos.

Se agit6 despacio los tubos y se observé la presencia de boton o formacion de grumos en la
base de los tubos.

Con el fin de aumentar la sensibilidad del método de aglutinacién se centrifugaron los
tubos a 1000 rpm por 10 minutos.

Se agitd los tubos suavemente otra vez. Se evaluo el resultado de acuerdo al siguiente

criterio:
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Tabla 1-2: Criterio de expresion del resultado de la actividad hemoaglutinante

Designacion Caracteristica Descripcion

3+ Abundante hemaglutinacion No se observan glébulos rojos libres,

formacion de una masa compacta.

2+ Mediana hemaglutinacion Grumos grandes.

1+ Leve hemaglutinacion Fléculos muy pequefios (aspecto
arenilla).

0 Ausencia de hemaglutinacion | Al agitar se disuelve.

Realizado por: Joselin Silva

8. La comparacion se realizo frente a blancos (controles negativos) de cada grupo sanguineo:
200 pL de solucion salina (0,9%) y 200 pL de la solucion de glébulos rojos.
9. EIl método fue el mismo para todos los grupos sanguineos, el ensayo de hemoaglutinacion

se realiz6 por triplicado y se comprobd los resultados en cada repeticion. (Nagano, 2007, p.35)

2.3.5. Ensayo de la Actividad Antibacteriana

a) Preparacion del medio de cultivo Agar Mueller — Hinton.

1. El Agar se prepar6 de acuerdo a las especificaciones del fabricante y se autoclavé por 15
minutos, a 15 psi y 121 °C.

2. Luego de esterilizar el medio se dejé enfriar a temperatura ambiente hasta que pueda
soportar el calor del Erlenmeyer la palma de la mano.

3. Sevaci6 el medio ligeramente tibio en las cajas Petri de plastico de base plana hasta las tres
cuartas partes para conseguir una uniformidad de volumen cercano a los 20 mL/caja.

4. Se dejo reposar dentro de la cdmara, alrededor de 15 -20 minutos y se guardd en

refrigeracion a 2 - 8 °C para los analisis posteriores.
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b)

Reactivacion de microorganismos monitores (Preparacion de tubos con Caldo Cerebro

Corazén).

El medio nutritivo se pesd y prepar6 de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

Se disolvio el caldo, se puso 5 mL en cada tubo, se tapé los tubos y se autoclavé por 15
minutos a 121 °C y 15 psi.

Se dejo enfriar los tubos de igual manera dentro de la cAmara de flujo laminar por unos
minutos, se tomo las colonias con el asa de platino una vez flameada de los tubos (pico de
flauta) y se transfirio al tubo que contenia el caldo, moviendo el asa de platino en el medio
ligeramente.

Se tapo, se rotuld y posteriormente se procedid a incubar a las bacterias por un lapso de 18
—24 horas a 37 °C.

Determinacion de la Sensibilidad Bacteriana (Método Difusién en Discos)

Se tomaron los indculos bacterianos de los tubos del medio liquido cultivados toda la
noche y con la ayuda de hisopos estériles se sembraron en cajas Petri.

Las placas inoculadas se dejaron reposar por 5 a10 minutos en la camara de flujo laminar.
Se procedié a colocar discos de papel filtro estériles de 5 mm didmetro con una pinza
estéril por encima de la superficie del medio y en estos discos se agregé 30 pL de cada
extracto a evaluar.

Se dejo reposar nuevamente por un lapso de 10 minutos.

Se incub6 las placas en posicion invertida a 37 °C por un lapso de 18 a 24 horas.
Transcurrido el tiempo, se observé cada placa para determinar la presencia de halos de
inhibicion.

Los resultados se expresaron en relacion al didmetro medido, lo que permitié determinar el

efecto tdxico de los extractos para cada bacteria.
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d)

Preparacion y siembra de Controles

Se empled como controles positivos Amoxicilina (25 ug) para Staphylococcus aureus y
Ciprofloxacina (5 ug) para el resto de bacterias Gram negativas, los controles negativos
fueron los solventes empleados en los extractos: Agua destilada estéril, etanol 1/2 y etanol
1/4.

Se incubd en las mismas condiciones que las cajas Petri con los extractos y de igual manera

se observo los halos de inhibicion.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1

papa chaucha, melloco y oca.

Resultado del proceso de extraccion y concentracion de los extractos de mashua,

Tabla 1-3: Resultado de pesos y volumenes empleados en la extraccion con agua y etanol

Especies Extracto acuoso Extracto Extracto etandlico
vegetales etanolico

Peso - Conc. - Volumen Conc.

(Maceracion)

volumen (g/mL) (Rotavapor) | (g/mL)
T. tuberosum 2519 — 750mL 0.3 | 251g-73mL 21mL 12
S. phureja 200g — 500mL 0.4 | 200g - 161mL 13mL 15.4
U. tuberosus 4309 — 390mL 1.1 | 430g-262mL 74mL 5.8
O. tuberosa 453g — 330mL 1.4 | 453g-223mL 55mL 8.2

Realizado por: Joselin Silva

La tabla 1-3 muestra los pesos y volimenes empleados para la preparacion de los extractos

acuosos y etanolicos de las diferentes muestras asi como el volumen obtenido del extracto

etanolico concentrado en rotavapor.
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3.2. Resultados del Tamizaje Fitoquimico

Tabla 2-3: Resultados del Andlisis Fitoquimico de los extractos obtenidos a partir de

Tropaeolum tuberosum

Ensayos Extracto acuoso Extracto etandlico

Sudan +

Compuestos grasos

Dragendorff +
Alcaloides

Mayer +
Alcaloides

Wagner +
Alcaloides

Baljet ¥

Coumarinas

Borntrager -
Quinonas

Liebermann-Burchard -

Triterpenos y/o esteroides

Catequinas -

Resinas R

Fehling +

AzUcares reductores

Espuma +
Saponinas

Cloruro férrico +

Taninos pirocatecolicos

Ninhidrina -
Aminas
Shinoda +

Flavonoides

Antocianidinas +

Flavonoides

Mucilagos +

Polisacaridos

Equivalencia: (+) Presencia, (-) Ausencia

Realizado por: Joselin Silva
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Los resultados de la tabla 2-3 correspondiente al tamizaje fitoquimico muestran que en los
extractos de Tropaeolum tuberosum existe la presencia de compuestos grasos, alcaloides,
coumarinas, saponinas, taninos pirocatecélicos, flavonoides y polisacaridos, lo que concuerda
con lo reportado por Inostroza et al., (2015). En el tubérculo de T. tuberosum se encuentran
saponinas, triterpenos y esteroides en grandes cantidades y las leucoantocianidinas estan en la

corteza amarilla con violeta o con rojo (Espin, et al, 2004, pp.91-116).

Tabla 3-3: Resultados del Andlisis Fitoquimico de los extractos obtenidos a partir de Solanum

phureja
Ensayos Extracto acuoso Extracto etandlico
Sudan +

Compuestos grasos

Dragendorff +
Alcaloides

Mayer +
Alcaloides

Wagner +

Alcaloides

Baljet ¥

Coumarinas

Borntrager -

Quinonas

Liebermann-Burchard +

Triterpenos y/o esteroides

Catequinas +
Resinas +
Fehling +

AzUcares reductores

Espuma +
Saponinas

Cloruro férrico +

Taninos pirocatecolicos

Ninhidrina +
Aminas

Shinoda +
Flavonoides

Antocianidinas +
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Flavonoides

Mucilagos -

Polisacaridos

Equivalencia: (+) Presencia, (-) Ausencia

Realizado por: Joselin Silva

En la tabla 3-3 se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico, observandose que los
extractos de Solanum phureja presentan acidos grasos, coumarinas, alcaloides, triterpenos y/o

esteroides, catequinas, resinas, saponinas, azUcares reductores, taninos pirocatecélicos,
aminodcidos libres 0 aminas y flavonoides, lo que coincide con lo encontrado por Tapia, (2017).

En general las variedades del género Solanum presentan compuestos fenolicos, antocianidinas,
flavonoides y taninos (Soto, et al, 2014, pp.3-9).

Segun los resultados del tamizaje fitoquimico, S. phureja posee catequinas particularmente con
respecto a las otras plantas evaluadas.

Tabla 4-3: Resultados del Analisis Fitoquimico de los extractos obtenidos a partir de Ullucus

tuberosus
Ensayos Extracto acuoso Extracto etandlico
Sudan +

Compuestos grasos

Dragendorff +
Alcaloides

Mayer +

Alcaloides

Wagner +
Alcaloides

Baljet +

Coumarinas

Borntrager +

Quinonas

Liebermann-Burchard +

Triterpenos y/o esteroides

Catequinas -
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Resinas

Fehling

Azlcares reductores

Espuma
Saponinas

Cloruro férrico

Taninos pirocatecolicos

Ninhidrina
Aminodcidos libres o aminas

Shinoda
Flavonoides

Antocianidinas
Flavonoides

Mucilagos
Polisacaridos

Equivalencia: (+) Presencia, (-) Ausencia

Realizado por: Joselin Silva

Los resultados de la tabla 4-3 correspondiente al tamizaje fitoquimico muestran que en los
extractos de Ullucus tuberosus existe la presencia de compuestos grasos, alcaloides,
coumarinas, quinonas, triterpenos y /o esteroides, saponinas, taninos pirocatecolicos,
aminoacidos libres 0 aminas y polisacaridos. En el tubérculo de U. tuberosus las saponinas y
flavonoides se encuentran en aquellos que poseen las accesiones de color rojo; ademas posee un

bajo contenido de mucilago (Espin, et al, 2004, pp.91-116).

Tabla 5-3: Resultados del Andlisis Fitoquimico de los extractos obtenidos a partir de Oxalis

tuberosa

Ensayos

Extracto acuoso

Extracto etanélico

Sudan

Compuestos grasos

Dragendorff +
Alcaloides
Mayer +
Alcaloides
Wagner +
Alcaloides
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Baljet +

Coumarinas

Borntrager +
Quinonas

Liebermann-Burchard +

Triterpenos y/o esteroides

Catequinas -

Resinas +

Fehling +

Azlcares reductores

Espuma +
Saponinas

Cloruro férrico +
Compuestos fenélicos

Ninhidrina +
Aminodcidos libres 0 aminas
Shinoda -
Flavonoides

Antocianidinas -
Flavonoides

Mucilagos -

Polisacaridos

Equivalencia: (+) Presencia, (-) Ausencia

Realizado por: Joselin Silva

En la tabla 5-3 se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico, donde los extractos de
Oxalis tuberosa presentan compuestos grasos, alcaloides, coumarinas, quinonas, triterpenos y/o
esteroides, resinas, azlcares reductores, saponinas, compuestos fenolicos y aminoacidos libres o
aminas. En el tubérculo de O. tuberosa se encuentra saponinas, flavonoides, leucoantocianinas
en grandes cantidades y también los triterpenos y esteroides que posiblemente influye la

presencia de B-caroteno (Espin, et al, 2004, pp.91-116).
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3.3. Resultados de la Actividad Hemoaglutinante

Tabla 6-3: Resultados del ensayo de la actividad hemoaglutinante del extracto acuoso obtenido

a partir de Tropaeolum tuberosum

Tipo de Numero de dilucién
sangre |1 12 1/4 1/8 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512

o+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+
A+ 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+
B+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+

Equivalencia: (3+) Abundante hemaglutinacién, (2+) Mediana hemaglutinacién, (1+) Leve hemaglutinacién, (0) Ausencia de
hemaglutinacién

Realizado por: Joselin Silva

En la tabla 6-3 se muestran los resultados obtenidos de la actividad aglutinante para el extracto
acuoso, en todos los grupos existio actividad hemoaglutinante pero se observd mayor potencia
en el grupo sanguineo B+, alcanzando una evidencia media hasta la titulacién de 1/16, seguido
del grupo B+ hasta la titulacion 1/2, evidenciando la presencia de lectinas en T. tuberosum, ya

gue estas glicoproteinas al ligarse a los glébulos rojos aglutinan su estructura. (Nagano, 2007, p.35)
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Tabla 7-3: Resultados del ensayo de la actividad hemoaglutinante del extracto acuoso obtenido

a partir de Solanum phureja

Tipo de Numero de dilucién

sangre 1/2 1/4 1/8 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512
o+ 3+ 3+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 1+
A+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 1+ 1+
B+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ 1+ 0 0

Equivalencia: (3+) Abundante hemaglutinacién, (2+) Mediana hemaglutinacién, (1+) Leve hemaglutinacién, (0) Ausencia de

hemaglutinacién

Realizado por: Joselin Silva

En la tabla 7-3 se muestran los resultados obtenidos de la actividad aglutinante para el extracto

acuoso, en todos los grupos existio actividad hemoaglutinante pero se observé mayor actividad,

potencia y una alta evidencia en los grupos sanguineos O+ y B+, ambos hasta la titulacién 1/2,

teniendo las lectinas alta especificidad por estos grupos. La especificidad de unién entre

hematies, esta ligada a la composicion de la membrana de cada glébulo rojo y a la especificidad

de la lectina por un determinado azUcar. (Nagano, 2007, p.35)
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Tabla 85-3: Resultados del ensayo de la actividad hemoaglutinante del extracto acuoso

obtenido a partir de Ullucus tuberosus

Tipo de Numero de dilucién
sangre |1 12 1/4 1/8 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512

O+ 1+ 1+ 1+ 1+ 0 0 0 0 0 0
A+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+
B+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+

Equivalencia: (3+) Abundante hemaglutinacién, (2+) Mediana hemaglutinacién, (1+) Leve hemaglutinacién, (0) Ausencia de
hemaglutinacién

Realizado por: Joselin Silva

En la tabla 8-3 se muestran los resultados obtenidos de la actividad aglutinante para el extracto
acuoso, en todos los grupos existio actividad hemoaglutinante pero se observd mayor potencia
en los grupos sanguineos A+ y B+ que presentan actividad en todas sus diluciones, mientras que
el grupo sanguineo O+ indicd una menor potencia llegando la actividad hasta la dilucion 1/8 en
comparacion a los demas grupos sanguineos. Corrales, (2004), evalu6é algunas semillas de
leguminosas y de manera similar mostraron actividad hemoaglutinante en cuatro grupos

sanguineos: O+, A+, B+y AB+.
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Tabla 96-3: Resultados del ensayo de la actividad hemoaglutinante del extracto acuoso

obtenido a partir de Oxalis tuberosa

Tipo de Numero de dilucién
sangre |1 12 1/4 1/8 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512

O+ 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ 0 0 0 0 0
A+ 1+ 1+ 1+ 1+ 0 0 0 0 0 0
B+ 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+

Equivalencia: (3+) Abundante hemaglutinacién, (2+) Mediana hemaglutinacién, (1+) Leve hemaglutinacién, (0) Ausencia de
hemaglutinacién

Realizado por: Joselin Silva

En la tabla 9-3 se muestran los resultados obtenidos de la actividad aglutinante para el extracto
acuoso, en todos los grupos existio actividad hemoaglutinante pero se observé mayor actividad
en los grupos sanguineos O+ y B+, mostrando ambos grupos una evidencia media hasta la
titulacion de 1/2 y mayor potencia existe en el grupo B+ por lo que muestra actividad en todas
sus diluciones. La presencia de lectinas en plantas se encuentra evidenciada pero se enfoca al
mecanismo de reconocimiento y especificidad como moléculas de sefializacion, aunque se ha
intentado elucidar su secuencia de aminoacidos no se ha comprobado como tratamiento contra
el cancer. (Castillo & Abdullaev, 2004, p.55)
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3.4. Ensayo de la Actividad Antibacteriana

Tabla 107-3: Resultados de la medicion de los halos de inhibicion de los extractos frente a S.

aureus
Extractos Medicion de halos (mm) Controles Medicion de
Ext. Acuoso Ext. Etandlico halos (mm)
T. tuberosum 0 11 | Agua destilada 0
S. phureja 10 8 | Etanol 1/2 10
U. tuberosus 10 0 | Etanol 1/4 0
O. tuberosa 0 0 | Amoxicilina 19

Equivalencia: Ext = Extracto, mm = milimetros

Realizado por: Joselin Silva

La tabla 10-3 indica los resultados promedio del efecto toxico que mostraron todos los extractos
tanto acuosos como etanolicos frente a la bacteria S. aureus, en tanto que el extracto etanélico
de T. tuberosum mostré un halo de inhibicion de mayor didmetro (11 mm) lo que concuerda con
Chévez, (2013), quien determind la concentracion minima inhibitoria 500 mg/mL mediante el

método de microdilucion en caldo.

Existen estudios en donde confirman que la presencia de etanol potencia la inhibicién bacteriana
de S. aureus (Shapero, et al, 1978, pp.1467-1469), por lo que en este ensayo se presume que el etanol
produce un sinergismo que aumenta la accion de los metabolitos responsables de la actividad.
Es importante mencionar la presencia de polisacéridos libres de T. tuberosum podrian aumentar

la respuesta a la infeccion. (Yang, et al, 2001, pp.937-942).

Cabe recalcar que los didmetros de los halos de inhibicién que presentaron los extractos frente a
S. aureus corresponden a la mitad del diametro del halo de inhibicion presentado por el control

positivo (Amoxicilina) que fue de 19.
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Tabla 81-3: Resultados de la medicion de los halos de inhibicion de los extractos frente a E.

coli
Extractos Medicion de halos (mm) Controles Medicion de
Ext. Acuoso Ext. Etandlico halos (mm)
T. tuberosum 0 0 | Agua destilada 0
S. phureja 0 0 | Etanol 1/2 0
U. tuberosus 0 0 | Etanol 1/4 0
O. tuberosa 0 0 | Ciprofloxacina 25

Equivalencia: Ext = Extracto, mm = milimetros

Realizado por: Joselin Silva

La tabla 11-3 indica que ningun extracto tanto acuoso como etanélico presentd efecto tdxico
frente a la bacteria E. coli lo que coincide con Diaz & Garzon, (2017), quien de igual manera no
encontrd actividad antibacteriana de T. tuberosum frente a ésta bacteria por el mismo método de
difusion en discos.

Segun Murray et al., (2009), la erradicacién de la bacteria Gram negativa E. coli es compleja,
debido a los componentes de su pared celular (peptidoglicano, lipopolisacaridos y lipoproteinas)
y escasa permeabilidad.

Tabla 92-3: Resultados de la medicién de los halos de inhibicion de los extractos frente a P.

mirabilis
Extractos Medicidén de halos (mm) Controles Medicidon de
Ext. Acuoso Ext. Etandlico halos (mm)
T. tuberosum 0 0 | Agua destilada 0
S. phureja 0 0 | Etanol 1/2 10
U. tuberosus 0 0 | Etanol 1/4 9
O. tuberosa 0 0 | Ciprofloxacina 20

Equivalencia: Ext = Extracto, mm = milimetros

Realizado por: Joselin Silva

56



La tabla 12-3 indica que ningln extracto tanto acuoso como etandlico presentd efecto toxico
frente a la bacteria P. mirabilis, en tanto que el etanol 1/2 mostré un halo de inhibicion de
mayor didmetro (10 mm) en comparacion con el etanol 1/4 lo que demuestra que en si el etanol

presento efecto toxico frente a esta bacteria.

Tabla 103-3: Resultados de la medicion de los halos de inhibicion de los extractos frente a S.

typhimurium
Extractos Medicidon de halos (mm) Controles Medicién de
Ext. Acuoso Ext. Etandlico halos (mm)
T. tuberosum 0 9 | Agua destilada 0
S. phureja 0 11 | Etanol 1/2 9
U. tuberosus 0 12 | Etanol 1/4 9
O. tuberosa 0 8 | Ciprofloxacina 24

Equivalencia: Ext = Extracto, mm = milimetros

Realizado por: Joselin Silva

La tabla 13-3 indica los resultados promedio de la actividad bactericida que mostraron todos los
extractos etandlicos frente a la bacteria S. typhimurium, en tanto que U. tuberosus mostré un
halo de inhibicién de mayor diametro (12 mm). Se presume que el efecto toxico puede deberse a
la composicidn fitoquimica de la planta (Tabla 4-3), U. tuberosus que a mas de los taninos y
quinonas, posee triterpenos y/o esteroides los cuales segun Conolly & Hill, (2013) son
responsables de actividad antibacteriana y pueden actuar en sinergia con los polisacaridos

incrementando la respuesta a bacterias, parasitos, virus u hongos, informacién comprobada por

Skalicka et al., (2012).

Cabe recalcar que los diametros de los halos de inhibicién que presentaron los extractos frente a
S. typhimurium corresponden a la mitad del didmetro del halo de inhibicién presentado por el

control positivo (Ciprofloxacina) que fue de 24.
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CONCLUSIONES

En el tamizaje fitoquimico realizado en las plantas S. phureja, T. tuberosum, O. tuberosa y
U. tuberosus se encontrd sustancias en comun, tales como: compuestos grasos, alcaloides,
coumarinas y saponinas; mientras que los compuestos como: quinonas en O. tuberosa y U.
tuberosus, aminoacidos y triterpenos y/o esteroides en S. phureja, O. tuberosa y U.
tuberosus, resinas y azlcares reductores en S. phureja y Oxalis tuberosa, taninos
pirocatecdlicos en S. phureja, T. tuberosum y U. tuberosus, flavonoides en S. phurejay T.
tuberosum y polisacaridos en S. phureja y T. tuberosum, siendo las catequinas el compuesto
diferente en S. phureja y los compuestos fenolicos en O. tuberosa.

Las cuatro plantas evaluadas demostraron poseer actividad hemoaglutinante frente a los tres
grupos sanguineos O, A y B Rh +, haciéndose notar que S. phureja mostré la mayor
actividad y por ende una alta evidencia con respecto a las demas plantas evaluadas,
siguiendo el orden decreciente de la actividad T. tuberosum, U. tuberosus y finalmente O.

tuberosa.

Se demostrd que el extracto acuoso de U. tuberosus, etandlico de T. tuberosum y ademas
del acuoso y etandlico de S. phureja poseen efecto antibacteriano in vitro contra la bacteria
S. aureus, en cambio todos los extractos etandlicos de las plantas S. phureja, T. tuberosum,

U. tuberosus y O. tuberosa tienen actividad antibacteriana contra S. typhimurium.
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda la utilizacién de otros solventes de distinta polaridad como éter, metanol,

acetato de etilo, entre otros para la extraccion de principios activos.

e Se recomienda un estudio mas profundo de las lectinas presentes en S. phureja. Aislar,

purificar, analizar su composicion aminoacidica y su posible utilidad terapéutica.

e Se recomienda la fraccion de los metabolitos secundarios y la cuantificacion e identificacion
de los principios activos presentes en los extractos con la finalidad de determinar los

compuestos responsables de la accion antibacteriana o si acttian en sinergia entre ellos.

e Serecomienda la determinacion de la CMI y CMB de los extractos.
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