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RESUMEN

El objetivo de nuestro trabajo estuvo representado por “evaluar el poder
antioxidante y la actividad antimicrobiana “in vitro” del extracto etandlico al 96 % de
hojas y tallos de Taraxacum officinale (Diente de ledn) y del aceite esencial obtenido
de las hojas de Minthostachys spicata (Q’'eshua mufia)” sobre las siguientes cepas
ATCC: 25922 E. coli, 27853 Pseudomona aeruginosa, 90028 Candida albicans y
28188 Trichopytom rubrum; para lo cual se obtuvo el extracto por maceracion y
posterior concentracion y el aceite esencial mediante “destilacion por arrastre de

vapor”.

Una vez obtenido el extracto se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas,
organolépticas, fitoquimicas, se hizo el respectivo control microbioldgico, se evaluo
el poder antioxidante con el método de Brand-Williams expresado como la
captacién del radical libre de DPPH de y la actividad antibacteriana y antifungica
por difusiébn en agar disco-placa, mediante el método de sensibilidad por Kirby
Bauer. Del mismo modo para el aceite esencial se determind la composicion
guimica por cromatografia de gases, se realizaron pruebas organolépticas,
fisicoguimicas, control microbiolégico y se evalud la actividad antioxidante,

antibacteriana y antifingica, con la misma metodologia.

Segun los resultados obtenidos el extracto present6 un porcentaje de humedad de
83.76%, un rendimiento de 7.66%, abundante cantidad de alcaloides, lactonas y
esteroides, ausencia de flavonoides, quinonas y saponinas, demostro tener una alta
actividad antioxidante in vitro con un 75.24% con una concentracion de 4 mg/mL y
finalmente ausencia de actividad antibacteriana y antifingica. En cuanto al aceite
esencial se obtuvo un porcentaje de humedad de 75.39%, un rendimiento de
0.25%, presencia mayoritaria de pulegona y L-mentona, alta actividad antioxidante
con un 73.60% a 32 mg/mL, mayor actividad antibacteriana frente a la Cepa ATCC
27853 Pseudomona aeruginosa y excelente actividad antifingica frente a la Cepa
ATCC 28188 Trichopytom rubrum.

Entonces se concluye que el extracto etandlico al 96 % de Taraxacum officinale

(Diente de ledn) presenta alta actividad antioxidante in vitro, mas no actividad
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antibacteriana, ni antifingica. Y que el aceite esencial de Minthostachys spicata

(Q'eshua mufia) presenta alta actividad antioxidante, antibacteriana y antifungica.

PALABRAS CLAVE: Taraxacum officinale (Diente de ledn), Minthostachys spicata
(Q'eshua mufia), ATCC, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Candida
albicans y Trichopytom rubrum, extracto etandlico al 96%, aceite esencial,

Antioxidante, Antibacteriano, susceptibilidad antimicrobiana.

XX



ABSTRACT

The objective of our work was represented by evaluating the antioxidant and
antimicrobial activity in vitro of the 96% ethanolic extract of the leaves and stems of
Taraxacum officinale (Dandelion) and the essential oil obtained from the leaves of
Minthostachys spicata (Q'eshua mufia ) on the following ATCC strains: 25922
Escherichia coli, 27853 Pseudomona aeruginosa, 90028 Candida albicans and
28188 Trichopytom rubrum; For which the extract was obtained by maceration and
subsequent concentration and the essential oil by means of the steam distillation

method.

Once the extract was obtained, the physicochemical, organoleptic and
phytochemical characteristics were evaluated, the respective microbiological control
was carried out, the antioxidant activity was evaluated with the Brand-Williams
method expressed as the uptake of the DPPH free radical and the antibacterial and
antifungal activity by diffusion on disk-plate agar, using the sensitivity method by
Kirby Bauer. In the same way, for the essential oil, the chemical composition was
determined by gas chromatography, organoleptic, physicochemical, microbiological
tests were carried out and the antioxidant, antibacterial and antifungal activity was

evaluated, with the same methodology.

According to the results obtained, the extract presented a humidity percentage of
83.76%, a yield of 7.66%, abundant amount of alkaloids, lactones and steroids,
absence of flavonoids, quinones and saponins, it showed to have a high antioxidant
activity in vitro with 75.24% with a concentration of 4 mg / mL and finally absence of
antibacterial and antifungal activity. Regarding the essential oil, a humidity
percentage of 75.39% was obtained, a yield of 0.25%, the majority presence of
pulegone and L-mentone, high antioxidant activity with 73.60% at 32 mg / mL,
greater antibacterial activity against the strain ATCC 27853 Pseudomonas
aeruginosa and excellent antifungal activity against Strain ATCC 28188
Trichopytom rubrum.

Then it is concluded that the 96% ethanolic extract of Taraxacum officinale

(Dandelion) has high antioxidant activity in vitro, but not antibacterial or antifungal
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activity. And that the essential oil of Minthostachys spicata (Q’eshua mufa) has high

antioxidant, antibacterial and antifungal activity.

KEY WORDS: Taraxacum officinale (Dandelion), Minthostachys spicata (Q’eshua
mufia), ATCC, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Candida albicans and
Trichopytom rubrum, 96% ethanolic extract, essential oil, Antioxidant, Antibacterial,

antimicrobial susceptibility.
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INTRODUCCION

Son muchos los afios que han pasado desde que el hombre utilizé las plantas
medicinales, con fines curativos, por lo que forman parte hoy en dia de historia
ancestral y moderna. Hay reportes de un 74 % de los farmacos usados actualmente
gue indican ser creados por su empleo en la medicina tradicional en diversos
paises, ademas, se ha logrado determinar que el uso de compuestos quimicos
provenientes de plantas nos brinda la opcion de hallar principios activos que son
utiles para el uso farmacoterapéutico. ®

La amplia historia que presenta la medicina tradicional a través de los afios ha
proporcionado hasta la actualidad recursos de gran utilidad para el tratamiento de
diversas patologias a nivel mundial @, es asi que, se reporta que alrededor de un
60% - 80% de personas en el mundo utilizan las plantas medicinales para curar
dolencias basicas, @ pese a ello, el desarrollo de investigaciones de estos aun es
limitada, por lo que es necesario buscar la manera de realizar nuevos estudios para

gue las personas utilicen esta materia con bases tedricas estudiadas. )

Se ha demostrado que el uso indiscriminado de estas se da por su alta demanda y
gran efecto sobre diferentes enfermedades tanto asi que se recomienda no solo
como alternativa en los hospitales sino también como instancia principal antes de

tomar medicinas fabricadas muchas veces de manera sintética. ©

Sabemos que existen estudios limitados aun sobre las plantas medicinales, pese a
ello se han demostrado en muchas investigaciones que los extractos obtenidos por
distintos métodos confieren a la planta cualidades curativas frente a diversas
enfermedades, entre estos, principios activos que ayuden con el dolor, la
inflamacioén, nauseas, vomitos y Udltimamente como fuente antioxidante y

antibacteriana. ©

Dos de los grandes problemas que enfrenta nuestro mundo con respecto a la salud
es el aumento de la resistencia microbiana y la produccion de radicales libres
exacerbadas en nuestro organismo; frente a ello como fuente de solucion se ha
desarrollado investigaciones que demuestren tener efectividad para combatir
ambos problemas a partir de materia vegetal,(”) los cuales se han demostrado que
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pueden ser usados como antibiéticos y como antioxidantes, siendo este ultimo el
mayor reto para los investigadores, pues se ha visto que estos pueden combatir la
accion de “los radicales libres” evitando evitan do en el organismo problemas
celulares o apariciéon de diversas afecciones relacionadas a la produccién de

radicales inestables como derrames, cancer, vejez prematura, etc.®

En nuestra regidén, son muy limitadas las investigaciones que ayuden a comprender
mas los compuestos quimicos extraidos de diversas especies vegetales; © por ello
en esta investigacion se desea evaluar la actividad antioxidante, antibacteriana y
antifingica del extracto etandlico al 96 % de los tallos y hojas de Taraxacum
officinale (Diente de le6n) y del aceite esencial de la hojas de Minthostachys
Spicata (Q'eshua mufa), esperando con ello dar un aporte significativo a futuras
investigaciones, para poder lidiar con los problemas actuales que tanto la salud
requiere. Ademas, contribuir con la posibilidad de una validacion cientifica y su
disponibilidad en el mercado como farmaco, proporcionando asi una gran ayuda a
la poblacion para el tratamiento contra infecciones bacterianas, antifingicas y como

antioxidantes de manera efectiva.
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ABREVIATURAS
BHA: Hidroxiamisal butilado
BHT: Hidroxitolueno butilado
ETEC: Enterotoxigénica
EHEC: Enterohemorragica
EIEC: Enteroinvasiva
EPEC: Enteropatogénica
EAEC: Enteroagrgativa

DAEC:Adherencia-difusa
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CAPITULO |

ASPECTOS GENERALES

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun la OMS “Organizacion Mundial de la Salud”, aproximadamente el ochenta
por ciento de las personas de los paises en desarrollo utiliza las plantas de
manera habitual como principal remedio para satisfacer sus necesidades de
atencion primaria de salud. © Es por ello, que la OMS indicé que el uso de
medicinas tradicionales como interés primario debe darse siempre y cuando
éstas hayan demostrado su utilidad y representen un riesgo minimo para la
salud, por lo que se requiere que gran parte de las plantas que carecen de
investigaciones demuestren cientificamente que sus principios activos tengan

efectos sobre la salud en la poblacién. 9

Durante décadas los antimicrobianos (ATM) han sido de gran ayuda para el
tratamiento de diversas enfermedades, pues con ellos se ha podido controlar el
crecimiento exacerbado de baterias de todo tipo; logrando salvar infinidad de
vidas, asi como también ser un gran apoyo en la atencién y mejoramiento en la
calidad de vida de los pacientes, pero lo triste es que actualmente una de las
mayores amenazas para la salud publica es la resistencia a estos, debido a su
uso indiscriminado y mal informado, para lo cual se ha visto la necesidad ya
obligada de buscar métodos que ayuden a controlar esta situacion y no entrar a
la denominada “era post antibiética”, donde ningun antibiético podra tener lugar
en el tratamiento de enfermedades infecciosas generando grados de mortalidad
elevadas.®? Dado este hecho, se considera la llegada de unos 700,000
fallecidos en todo el mundo por causa de infeccion recurrente dado por la
resistencia a los antimicrobianos y para el 2050 un aproximado de 10 millones
de personas por afio; ademas se ha determinado que la mortalidad por

infecciones, generaria pérdidas econémicas de hasta $100 trillones. 2

Para el 2017 se creia que las infecciones asociadas a la atencion de salud que
involucraban bacterias multiresistentes por el uso indiscriminado de antibidticos,

representaban uno de los principales conflictos de salud para los hospitales ya



sean privadas o publicas o en paises desarrollados como en vias de desarrollo.
(13) Pero es importante mencionar que segun investigaciones dadas en la guia
terapéutica de antimicrobianos (antibioticos, antifungicos y antivirales) de
Espafia, en el afio 2018 segun Palacios y Rodriguez las infecciones que
involucran gérmenes multirresistentes se originan mayoritariamente en la
comunidad, pero es, en el ambito intrahospitalario donde se detectan y proliferan
en gran proporcion. @4 Por tanto una correcta prescripcién médica sobre los
ATM “antimicrobianos” es de vital relevancia para evitar la proliferacion de algun
patdgeno, por otro lado, si consideramos lo que propuso la OMS, en un informe
del 857, frente a reportes actuales, nos podemos percatar que existen diferencias
significativas en cuanto al uso de antibidticos, pues en el reporte de 1985 se
determind que “el uso racional de medicamentos requiere que el paciente reciba
la medicacion apropiada a su necesidad clinica en las dosis correspondientes
con sus requerimientos individuales, por un periodo adecuado de tiempo y al
menor costo para él y su comunidad”. 3 Pero para el 2001 se deslindé como “el
uso apropiado de antimicrobianos como el uso costo-efectivo de los
antimicrobianos lo cual maximiza su uso terapéutico, mientras minimiza tanto los

efectos toxicos de la droga como el desarrollo de resistencia”. 19

El 2015, la “Asamblea Mundial de la Salud” buscando la solucién a este problema
instauré un mecanismo estratégico para evitar la resistencia bacteriana, los
cuales constaban de 5 propoésitos: concientizar, brindar informacion, fortalecer

vigilancia, evitar recurrencia, mejorar el uso de ATM y garantizar inversiones. 1

Ahora si nos basamos en Peru, segun la “Norma técnica de prevencion y control
de infecciones intrahospitalarias del Minsa”, el comité de las infecciones
asociadas a la atencion de salud son los responsables de verificar un correcto
uso racional de antibidticos, donde ellos refieren que los ATM deben ser
agrupados en “controlados y no controlados”, con puntos rigurosos de
clasificacion para un correcto uso, pero si logramos ver la realidad, hasta el
momento se hace caso omiso a dichos reglamentos. *6 Hoy por hoy seguln la
OMS estamos inmersos en una estrategia que nos ayudaria afrontar esta
problematica contra la “resistencia microbiana” donde se espera obtener
resultados que garanticen la seguridad de salud publica, estrategia que fue
elaborada a principios del afio 2017 y propone ser efectiva hasta el 2021. @7
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Para ello segun los reportes en los ultimos afos, se ha logrado demostrar que la
resistencia antimicrobiana disminuye lentamente, con cierta cautela y

concientizacion por parte de los centros de salud. @8

Bibliograficamente se logra ver que las estrategias propuestas se administran de
forma cautelosa mediante gestiones intrahospitalarios, pero hoy por hoy a pesar
de haber tomado cartas en el asunto e incursionar en planes estratégicos para
combatir el URA como vimos anteriormente, la falta de sensibilidad y conciencia
ante el tema sigue desfavoreciendo las estadisticas sobre los ATM, llevando a
los investigadores a tomar decisiones ya obligadas sobre la busqueda de
obtencion de ATM que tengan un poder de accidon incrementado y que sean

dificiles de generar resistencia ante un patégeno determinado. (16:17.18)

Todo lo mencionado hasta ahora sumado al estilo de vida que mantenemos hoy
en dia, donde nos encontramos con un mundo rodeado de contaminacion dando
como claros ejemplos la exposicién a los rayos UV, el uso constante de nicotina,
nuevas disposiciones por la comida rapida y desbalance dietético, escaso
deporte y trabajo exagerado y estresante son tan solo algunos ejemplos que
demuestran exponer a las células del cuerpo humano formar una gran cantidad
de radicales libres, quienes causan dafio en las células a través de diversos
mecanismos tales como, la unién covalente y la peroxidacion lipidica. © Es por
ello que se requiere obtener eficientes secuestradores de radicales libres, o sea
antioxidantes, compuestos capaces evitar la formacion exacerbada de
“radicales libres”, poniendo en riesgo total la salud si no los consideramos como
parte de nuestra dieta diaria, ya que, la falta de estos podrian generar lo que se
conoce como un “estrés oxidativo”, situacion perjudicial para la salud pues esta
relacionado con la formacion de varias enfermedades como: “diabetes,
cataratas, arterioesclerosis, hipertension arterial, etc.” 19 Ademas, se ha podido
observar en la industria la eliminacion de dos de los antioxidantes sintéticos que
teniamos antes y de gran uso; el Butilhidroxianisol y el Butilhidroxitolueno que
han reportado accion carcinogénica. Por tal motivo la necesidad de buscar
antioxidantes provenientes de materia vegetal ha aumentado notoriamente, en
especial los componentes principales como los flavonoides, fenoles, quienes han
mostrado ser beneficiosos frente a muchas actividades ya sean
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Por lo mencionado, en la actualidad, existe un notable interés por hallar plantas
gue posean propiedades benéficas para la salud, capaces de eliminar bacterias
y que nos protejan de sustancias reactivas del cuerpo, es decir, de los radicales
libres. Las plantas poseen un numeroso grupo de antioxidantes como polifenoles
tales como los &cidos fendlicos, flavonoides, lignanos, taninos, etc. Por esta
razon, es necesario conocer el efecto antioxidante de las plantas utilizadas en la

medicina tradicional. ©

El Peru cuenta con una flora muy variada y abundante en la que se hallan
numerosas especies con propiedades medicinales, Cusco representa a uno de
los departamentos con mayor uso de plantas medicinales, de manera muy
frecuente, dos grandes ejemplos son el Taraxacum officinale (Diente de ledn) y
el Minthostachys Spicata (Q’eshua mufa), que se escogieron por su facil acceso
y porque mantienen propiedades que benefician en masa la salud poblacional,
tal es el hecho que se utiliza en la medicina complementaria a través de
infusiones como desinflamante para las amigdalitis y faringitis, célicos, dolores
abdominales, como hepatoprotectores, etc. sin representar un riesgo minimo
para la salud, cumpliendo asi con lo establecido al inicio por la OMS. Sin
embargo, aun existe la necesidad de busqueda de agentes especificos para
curar ciertas enfermedades, como las provocadas por bacterias y hongos
generando infecciones resistentes, los cuales aun no tienen un tratamiento
adecuado. @Y Es por ello que, con este estudio, se pretende “evaluar la actividad
antibacteriana y antifingica sobre cuatro cepas ATCC y determinar la actividad
antioxidante del extracto etandlico al 96% de hojas y tallos de Taraxacum
officinale (Diente de leén) vy del aceite esencial de hojas de Minthostachys
Spicata (Q'eshua mufa)”, lo que servira para recomendar su utilizacién en la
prevencion de enfermedades degenerativas y en el tratamiento de infecciones,
y con ello dar una mejor propuesta de vida a la poblacién y disminuir la
resistencia antimicrobiana a los farmacos convencionales, contribuira ademas al
desarrollo de mas investigaciones sobre estas especies, permitiendo en un
futuro la posibilidad de su validacion cientifica, produccion y venta como farmaco
y dando una nueva opcidon econOmica para la ayuda contra infecciones

bacterianas, fungicas y antioxidantes.



Es asi que todo lo mencionado nos conlleva a realizar la siguiente formulacion

del problema.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Presentaran actividad antimicrobiana frente a cuatro cepas ATCC vy actividad
antioxidante el extracto etandlico al 96% de las hojas y tallo de Taraxacum
officinale (Diente de ledn) y el aceite esencial de las hojas de Minthostachys

Spicata (Q’eshua muia)?



1.3 OBJETIVO

1.3.1 OBJETIVO GENERAL:

Determinar la actividad antimicrobiana sobre cuatro cepas ATCC
“Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Candida albicans vy
Trichopyton rubrum”y actividad antioxidante del extracto etandlico al 96
% de Taraxacum officinale (Diente de le6n) y del aceite esencial de
Minthostachys spicata (Q'eshua mufia).

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Extraer el aceite esencial de las hojas de Minthostachys spicata (Q'eshua
mufia) por “destilacion por arrastre de vapor”, el extracto etandlico al 96%
de las hojas y tallos de Taraxacum officinale (Diente de le6n) por
concentracién a evaporacion, determinar el porcentaje de rendimiento y
evaluar las caracteristicas organolépticas de ambas plantas.

Determinar las caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de las
hojas de Minthostachys spicata (Q’eshua mufa)

Determinar la composicion quimica para el aceite esencial de hojas de
Minthostachys spicata (Q’eshua mufia) utilizando cromatografia de gases
y del extracto etandlico al 96% de las hojas y tallos de Taraxacum
officinale (Diente de ledn) por andlisis fitoquimico cualitativo.

Evaluar la capacidad antioxidante del extracto etandlico al 96% de
Taraxacum officinale (Diente de ledon) y el aceite esencial de
Minthostachys spicata (Q'eshua muia), mediante el método
espectrofotométrico de captacién del radical DPPH de Brand-Wiliams.
Determinar la sensibilidad antibacteriana “in vitro” del extracto etandlico
obtenido de las hojas y tallos de Taraxacum officinale (Diente de leén) y
del aceite esencial obtenido de las hojas de Minthostachys spicata
(Q’eshua mufa) por difusion en agar con el método de sensibilidad por
Kirby Bauer frente a cepas ATCC de Escherichia coli y Pseudomona
aeruginosa y comparar con ciprofloxacino como control positivo.
Determinar la sensibilidad antifangica in Vitro del extracto etandlico y del

aceite esencial por el método difusion de discos por Kirby Bauer frente a



cepas ATCC de Céandida albicans y Trichopyton rubrum y comparar con

fluconazol y Terbinafina como control positivo respectivamente.
1.4 JUSTIFICACION

1.4.1 JUSTIFICACION TEORICA

Dia a dia la revalorizacion y puesta en uso de nuestros recursos naturales por
parte de los investigadores son mas que necesarios, debido a las circunstancias
en las que se encuentra la poblacion a nivel socioeconémico. ?? Siendo mas
palpable en las poblaciones cuyos recursos son limitados y tienen mayor
vulnerabilidad a un inadecuado tratamiento frente a patdégenos infecciosos, ya
sea por el excesivo costo de produccion y venta o por la falta de informacion que
se maneja en estos lugares, por lo que, este hecho est4d generando un aumento
de la resistencia de los microorganismos productores de las enfermedades
infecciosas,® y con ello una nueva era sin antibiéticos resistentes, lo que
demanda una preocupacion frente a la salud publica, ademas de un aumento de
enfermedades infecciosas y la dificultad para poder acceder a las medicinas,
dejando como principal recurso de algunas poblaciones, el uso de plantas
medicinales, a las que acceden sin ninguna certeza tedrico-cientifico de sus
propiedades, solo porque son mas economicas Yy las tenemos a facil
disposicion.* Es por ello, que esta problematica se ha convertido en una
necesidad prioritaria para demostrar experimentalmente la actividad exacta que
estas presentan, por lo que en, este trabajo se pretende beneficiar a la poblacién
en general y a las industrias farmacéuticas permitiendo fortalecer las opciones
para el uso de los antimicrobianos y las propiedades de las plantas que en este
caso seran Taraxacum officinale (Diente de ledn) y de Minthostachys spicata
(Q’eshua mufia), para disminuir la resistencia bacteriana y dar un valor agregado

a futuras investigaciones.

Se ha logrado determinar que durante la formacion de radicales los antioxidantes
son capaces de actuar evitando a toda costa y en todo momento la oxidacion del
producto formado. ?® Ademas, desde el punto de vista fitoquimico se mostré que
los componentes que logran este efecto son los taninos, acidos fendlicos,

flavones, flavonoles, catequinas, lignanos, estilbenos, cumarinas, quinonas,



xantonas, etc, utilizando su funcion “redox” principalmente para estabilizar las
cadenas de radicales libres donando un hidrogeno y asi evitar alteraciones en
cadenas de lipidos, carbohidratos, proteinas y con ello la formacion de
“enfermedades degenerativas”, ?® como: “cancer, problemas cardiacos,
cerebrales, rapido envejecimiento, etc.” ?7?®) Es asi que de esta manera la
importancia por la busqueda de antioxidantes provenientes de plantas ha
aumentado radicalmente y mas aun por las 03 razones que describiremos a
continuacion: la poca confiabilidad que tienen los antioxidantes de origen
sintético, entre ellos 2-terbutil-hidroxitolueno (BHT) y 2-terbutil-hidroxianisol
(BHA), la virtud que poseen las plantas medicinales como antioxidantes y el
hecho de que una planta con propiedad antioxidante puede actuar de forma
beneficiosa frente a un problema de salud créonico o en la demora del
envejecimiento, agregado a todo ello la idea de que estos brindan una mayor
confiabilidad por ser naturales y no presentar efectos adversos con el tiempo,
es asi que todos estos puntos los vuelven mas buscados y usables en distintos

rubros para la industria. ?°)

Por lo que en este estudio se desea “evaluar el poder antioxidante del extracto
etandlico que se extraera de hojas y tallos de Taraxacum officinale (Diente de
ledn) y el aceite esencial de las hojas de Minthostachys spicata (Q’'eshua muna)’,
con la finalidad de generar un aporte significativo a futuras investigaciones,
puesto que, estos radicales dia a dia van realizando degeneracion celular

provocando alteraciones en la transcripcion del ADN. ©9)
1.4.2 JUSTIFICACION PRACTICA

La razon fundamental considerada para la realizacion de este trabajo es conocer
de modo conveniente los beneficios y limitantes que puedan tener las especies
Taraxacum officinale (Diente de ledn) y Minthostachys spicata (Q’eshua mufia),
con el fin de poder utilizarla confiablemente, ser accesible a gran parte de la
poblacion por su accesibilidad en precios y su gran alcance en nuestro pais, G
este criterio se da por las ultimas estimaciones de la OMS, quienes indican que
un 80 % del mundo utiliza las plantas medicinales como primera instancia para

salvaguardar su bienestar. 2



1.5 HIPOTESIS

El extracto etandlico al 96% extraido de Taraxacum officinale (Diente de ledn) y
el aceite esencial de Minthostachys spicata (Q'eshua mufia), tienen actividad
antioxidante y antimicrobiana in vitro frente a cuatro cepas ATCC “Escherichia

coli, Pseudomona aeruginosa, Candida albicans y Trichopyton rubrum”.



CAPITULO I

MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1 ANTECEDENTE
2.1.1 INTERNACIONALES

e Rodriguez, Zarate y Sanchez. “Actividad antimicrobiana de cuatro
variedades de plantas frente a patdgenos de importancia clinica en
Colombia” - 2018. @3

El objetivo de esta investigacion fue determinar la accion antibacteriana del
extracto de las siguientes especies: “sambucus nigra”, “Bauhinia sp.”,
“eichhornia crassipes” y ‘taraxacum officinale” contra las bacterias
intrahospitalarias, para lo cual se obtuvieron extractos crudos etandlicos por
concentraciéon a rotaevaporacion, se hizo un “analisis fitoquimico” y se
dividieron los componentes por “cromatografia de gases”, obteniendo como
resultado “saponinas”, “fenoles”, “terpenos”, “quinonas”, “flavonoides” y
“alcaloides” que de acuerdo a otras investigaciones son las responsables de
dar efecto antimicrobiano. Para el caso de los ensayos de la sensibilidad
microbiana se obtuvo en el extracto de hojas de taraxacum officinale frente a
Streptococcus pneumoniae presento buena actividad a 1000 pg/ul con un halo
de inhibicion de 14.5 mm; el extracto de tallos de taraxacum officinale frente a
E. faecum present6 mejor actividad a 1000 pg/ul con un halo de inhibicién de
22 mm, y frente a E. coli presentd buena actividad a 1000 pg/pl con un halo
de inhibicion de 11 mm; las hojas de Baubina Sp. Presentaron una buena
actividad a 1000 pg/pl con un halo de 11.5 mm, el extracto de las hojas de E.
crassipes a 1000 pg/pl se obtuvo halo de 15 mm para P. rettgen y 18 mm
para P. aeruginosa; y por ultimo para el extracto de S. nigra a concentracion
de 1000 pg/upl se obtuvo una inhibicion de 20 mm para S. aereus y a una
concentracion de 25 pg/ul se obtuvo buena actividad frente a C. albicans con
un halo de 14 mm; por lo que concluye como mas eficaz los tallos de
Taraxacun officinale y que los extractos obtenidos ayudarian en el tratamiento

para infecciones intrahospitalarios. ©3)
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e Tapia J. “Determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos
etandlico y sub-extractos cloroféormico y etéreo de Senna multijuga,
Tagetes zipaquirensis y Coursetia dubia” Riobamba: Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo; Ecuador 2012. 34

El objetivo fué que a través de la extraccion etandlica, etérea y cloroférmica a
10000, 1000 y 10 yg/mL de “Senna multijuga”y “Coursetia dubia” se evalle
la accién antibacteriana y fungica sobre cepas ATCC de “E. coli, S. aureus, P.
aeruginosa, S.gallinarum, K. pneumoniae y C. albicans”. En caso de la
actividad antimicrobiana aplicaron el test de Mistcher, dando como resultados
para Senna multijuga lo siguiente: sub-extracto etéreo, gran inhibicion frente
a C. albicans; el extracto a partir de cloroformo accién media sobre C. albicans
y P. aeruginosa, en el caso de Tagetes zipaquirensis lo siguiente: extracto
etandlico inicial buena accion frente a C. albicans, el sub-extrato etéreo
actividad frente a las cinco cepas estudiadas, a excepcién de E. coli. Y
finalmente para Cousetia dubia: el extracto etandlico inicial, final y con éter
demostrdé accion media sobre C. albicans. Y por ultimo concluy6 que las 6
cepas eran susceptibles frentes a todos los extractos y todas las especies

vegetales. (34

2.1.2 NACIONALES

e Barba Carrion, Beatriz Edith. “Efecto antibacteriano in vitro del aceite
esencial de Minthostachys mollis (MUNA), sobre Salmonella, comparado
con Cotrimoxazol” Trujillo _ Per — 2019. ©%

El objetivo era determinar la accion antimcirobiana in-vitro del “aceite esencial
de Minthostachys mollis (mufia)” frente a “Salmonella” en comparacion a
“cotrimoxazol”, en este caso utilizaron “destilacion por arrastre de vapor” con
el fin de obtener el aceite, luego mezclaron el aceite con DMSO para obtener
concentraciones al cincuenta, setenta y cinco y cien por ciento, con ello
determinaron la actividad antimicrobiana por “difusion en agar disco-placa”,
como resultados se consigui6 alta susceptibilidad al 100 % con un halo de
inhibicién de 27,67 mm y demasiada susceptibilidad al patrén “cotrimoxazol”,

generando un analogia entre los resultados siendo a > concentracion de
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extracto > serd el efecto. Asi que, en conclusién, el “aceite esencial de muia”,

mostro actividad antimicrobiana frente a “salmonella”. 3%

Zuta Arriola, Noemi. “Efectividad antioxidante, antibacteriana Y
moduladora del extracto alcohdélico de hojas de Pelargonium hortorum
(Geranio) Frente A Staphylococcus aureus de resistencia multiple” Peru
— Callao, 2019. ©®)

El objetivo de la investigacion fué evaluar la actividad “antibacteriana,
antioxidante y moduladora” del extracto hidroalcohdlico del “Geranio” frente a
“S. aureu”. Para lo cual se realiz6 un estudio experimental de control
aleatorizado, con 3 réplicas: manipulacién, observacion y medicion. Se
prepararon los extractos alcohdlicos de hoja secas de Pelargonium hortorum
“‘Geranio”, en los que se determind cualitativamente la presencia de
compuestos bioactivos. De igual manera, se determiné la propiedad mediante
el fundamento del “radical 2,2-difenil-picril-hidracilo” y la actividad
antibacteriana y moduladora a través del método de microdilucién en placa,
obteniendo como resultados una alta cantidad de antocianinas, flavonoides,
cardenolidos, taninos, azUcares reductores y fenoles, por lo que pudo
presentar una mejor actividad antioxidante frente a la vitamina C. El extracto
alcohdlico de las hojas de Pelargonium hortorum “Geranio” inhibieron el
crecimiento bacteriano de Staphylococcus aureus con resistencia multiple con
diametros de inhibicibn mayor a 20 mm y con una concentracion minima
inhibitoria de 250 pg/ml. Asimismo, este extracto presentd accion sinérgica
sobre la actividad de la gentamicina frente a cepas de Staphylococcus aureus
de resistencia mdltiple y ATCC 25923, lo mismo se observé con el
ciprofloxacino. Por lo que se concluy6 que Pelargonium hortorum “Geranio”
contiene una mayor capacidad antioxidante que la vitamina C. y una actividad
antibacteriana frente a cepas de Staphylococcus aureus resistente a
antibioticos y modulan la actividad antibiética del Ciprofloxacino vy

Gentamicina. 9

Cinthia Karina , Reafio Ortega. “Actividad antibacteriana in vitro de los
extractos etandlicos de Aloysiatiphylla (Cedréon), Rosmarinus officinalis

(Romero), Mentha spicata (Hierba buena), Portulaca oleraceae
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(Verdolaga) y Taraxacum officinale (Diente de leén)” Universidad

nacional de Trujillo - Peru - 2014. G7)

En dicho trabajo de investigacién se determind la accién antimicrobiana “in

L 1]

vitro” del extracto etandlico de las siguientes especies: “Cedron”, “Romero”,
“Hierbabuena”, “Verdolaga” y “Diente de ledn”, sobre las cepas ATCC de “E.
coli, Sthapylococcus y Salmonela enteriditis”. Se realizé el procedimiento
siguiendo lo propuesto por kirby-bauer, cambiando los discos por pozos
excavados, en agar Mueller hinton. Como patrén se utilizd “Azitromicina 30
pg” y “Cloranfenicol 10 ug” en disco, una vez sembrado se incub6 a 37 °C y
se leyeron los halos pasadas las 24 horas, como resultado se deslindo que
los extractos de “Romero” y “Hierba buena” a 10 mg/mL mostraron efecto solo
frente a Sthapylococcus aerus, por otro lado, “Verdolaga” y “Diente de ledn” a

10 mg/mL, no tuvieron efecto sobre ninguna cepa. ¢7)

Asto R. “Efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Schinus
molle I. (molle) frente a bacterias Gram negativas y Gram positivas”

Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa - 2014. (38

El fin de esta investigacion consistio en evaluar la actividad antimicrobiana del
“aceite esencial” de Shinus molle L. “molle” sobre cepas ATCC Gram
negativas “E. coli 25922 y P. aeruginosa 27853” y Gram positivas “S.aureus
25923 y Enterococcus faecalis 29212”. Se obtuvo el aceite por destilacion por
arrastre de vapor con agua. El efecto bacteriano in-vitro se determind
mediante macrodilucion en caldo y posterior siembra en agar, encontrandose
como resultados 12.5uL/mL y 50uL/mL en Escherichia coli para la CMI y CMB
respectivamente, 50uL/mL para Pseudomona aeruginosa en ambos casos,
12.5uL/mL para Staphylococcus aureus en ambos casos, finalmente 25uL/mL
y 50uL/mL para Enterococcus faecalis para la CMI y CMB respectivamente,
encontrandose que el mayor efecto obtenido fue frente a Staphylococcus
aureus en cuanto a ambos parametros evaluados (CMI y CMB). La
sensibilidad se evalu6 por el método de difusion en hoyo-placa evaluando
diferentes volumenes de aceite esencial puro en el halo inhibitorio, entre las
bacterias en estudio la cepa mas sensible fue Staphylococcus aureus

obteniéndose halos de inhibicibn mayores al resto con pequefios volumenes
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de aceite esencial, en tanto que la cepa menos sensible fue Pseudomona
aeruginosa la cual requiri6 de volumenes mayores de aceite esencial en
relacion a las demés cepas. En cuanto a la dosis letal media del aceite
esencial frente a Artemia salina fue de 0.5142uL/mL o0 431.9ppm, presentando

una toxicidad intermedia. ©8

2.1.3 LOCALES

e Velazque Carrasco, Juan Carlos. “Evaluacion de la actividad
antimicotica del esmalte de ufias elaborado usando el aceite esencial del
Origanum vulgare L. (Orégano) frente Trichophyton rubrum ATCC
28188”. UNSAAC - 2019. @9

La finalidad del estudio se dio por determinar la actividad antifingica “in vitro”
del “aceite esencial” de “Origanum vulgare L.” con presentacion farmacéutica
de esmalte de ufias sobre “T. rubrum”, mediante el método de destilacion por
arrastre de vapor, la composicion quimica fué determinado por “cromatografia
de gases acoplado a espectro de masas”. La actividad antimicética y la
concentracidn minima inhibitoria se realiz6 por el método de difusion en
discos. Del mismo modo se procedié para el esmalte de ufias, donde se
evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas, organolépticas, control
microbiolégico, tiempo de secado, suavidad para fluir y penetracion de ufias.
El resultado de rentabilidad del aceite esencial fue de 0.82%, las
composiciones mas resaltantes del aceite esencial fueron: Terpineol, cis-a
18.46 %, Timol 12.38 % y Acido antranilico y se obtuvo una densidad de
0.8454 g/mL, indice de refraccion 1.3872, indice de saponificacion 0.0102,
indice de acidez 0.8265 gy rotacién 6ptica 0.542. La actividad antifangica del
aceite esencial de orégano obtuvo como resultado una CMI de 70%
mostrando un halo de 9.75 mm frente a T. rubrum. Luego se realizd seis
formulaciones y se evalug la actividad antimicotica, el esmalte de quitosano al
2% con aceite esencial al 70% fue el que presenté mayor halo de inhibicién
12.5 mm, mejores caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas y estudios de
estabilidad, penetracion de ufia que presento un halo de 11.95 mm, suavidad
de fluir 14 segundos, tiempo de secado 4 minutos. En conclusion, el esmalte

en base al aceite esencial de Origanum vulgare L. con quitosano al 2% y
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aceite esencial al 70% fué el que mostré mayor actividad antimicotica frente a
Trichophyton rubrum, por lo cual puede ser considerar como un complemento

natural para el tratamiento de la Onicomicosis. ©9

Espinoza Mormontoy, Alejandra Lida. “Actividad Antioxidante Y
Antibacteriana in Vitro del extracto seco hidroalcohdlico Al 70% de
Caiophora cirsiifolia C. Presl (Ccori kisa) sobre cepas ATCC y cepas
aisladas de Staphylococcus aureus”. UNSAAC - 2018. 40

El fin de este trabajo se determind por evaluar la “actividad antioxidante” con
el DPPH y antimicrobiana en pocillos “in vitro”, dado por el extracto etandlico
70 % de “Ccori kisa” obtenidas por concentracién a evaporacion, frente a cepa
ATCC y aislada de S. aureus. Como resultados obtuvieron del extracto una
“‘humedad” de 43,69 %, rentabilidad de 34.19 %, naturaleza polar y presencia
de “flavonoides”, “lactonas”, “taninos”, “bastantes azucares reductores”,
‘quinonas” y “aminoacidos”’. Se determiné un 90.69 % de “captacion de
radicales libres” a 100 pg/mL. Se obtuvo un halo maximo de inhibiciéon de
20.23 milimetros a 18.630 mg/ 25uL sobre la cepa ATCC y una CMI a
0.30mg/25uL, la bacteria aislada no tuvo ninguna actividad. En la prueba de
sensibilidad microbiana las cepas aisladas de S. aureus mostraron ser
resistentes a Penicilina con un halo de inhibicién de 0.00 mm y sensibilidad
intermedia sobre Doxiciclina con 18.33 mm. Es asi que se concluye que el
extracto de “Ccori kisa” al 70 % presenta alta efectividad antioxidativa, buena
actividad antimicrobiana sobre cepas ATCC y por ultimo cero acciones sobre
las aisladas y con resistencia total a “Penicilina” y “sensibilidad intermedia” a

“Doxiciclina”. (40

Duran Cascamayta, Renato. “Actividad antioxidante in vitro de los
extractos etandélicos y metanolico de Sphagnum maguellanicum (Musgo
blanco)”. UNSAAC - 2018. ¢

El fin de esta investigacion fue determinar la “actividad antioxidante” de
‘musgo blanco” para lo cual se realiz6 la evaluacion de la actividad
antioxidante del musgo mediante dos métodos espectrofotométricos:

neutralizacion del radical libre “2,2-difenil-1-picrilhidracil” (DPPH) y el radical
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libre “acido 2,2’azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico” (ABTS+). Estos
fueron aplicados a los extractos etandlicos al 40 %, 70 %, 90 % y metandlico
del musgo; donde se obtuvieron concentraciones méaximas de 1 mg/ml; los
cuales presentaron actividades antioxidantes altas de 38.26 %, 48.74 %,
23.40 % y 43.01 % para DPPH y 38.33 %, 51.98 %, 28.35% y 45.90 % para
ABTS, obteniendo asi un IC50 de 0.8967 y 0.8189 mg/ml para el extracto
etandlico al 70 % para cada método, obteniendo alta actividad antioxidante a
muy baja concentracién, comparable a trolox. Se desarrollaron ensayos
complementarios como la cuantificacion de polifenoles con resultados 47.16
mg, 47.61 mg, 20.72 mg y 36.72mg de “equivalentes de acido galico” de
extracto y de flavonoides de 36.41 ug, 37.38 ug, 18.20 ug y 30.00 ug de
equivalentes de quercetina dihidratada/500ug de extracto. Entonces, se
concluyo6 que el extracto etandlicos y metandlico “musgo blanco” tienen una
gran accion anti oxidativa y concentraciones promisorias de polifenoles y

flavonoides. 41

Moina, V. “Actividad antibacteriana in vitro de colutorios elaborados con
aceites esenciales de Luma chequen (Feuilleé ex molina) A. Gray
(Arrayan) y Minthostachys spicata (Benth). Epling (Yuraqg Mufia) frente a
la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175”. UNSAAC - 2015. “¥2)

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana “In Vitro”
de enjuagues bucales preparados a partir del aceite de “Arrayan” y “Yuraq
Mufa” producto realizado por destilacion por “arrastre de vapor” sobre cepas
ATCC de Streptococcus Mutans. Una vez obtenido el aceite se vio su control
microbioldgico. Se realiz6 el efecto antibacteriano determindndose la CMI
para los aceites esenciales por el método Kirby Bauer, dando como resultado
un halo de 8.30mm para el “Arrayan” a una concentracion minima inhibitoria
de 25mg/500uL y para “Yuraqg Mufia” un halo de 13.53mm a la misma
concentracion de 25mg/500uL, posteriormente se logré hallar CMB dado por
“Dilucién en medio liquido” reportando crecimiento nulo al 50 % en el caso del
aceite de “Arrayan” y para “Yurag Mufa” al 12.50%. Seguidamente se hizo
“Pre-formulacion y formulacion” de 3 enjuagues bucales “colutorios”; siendo el

primer enjuague A aceite esencial de “Arrayan”, el enjuague B: aceite de
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“Yuraqg Muna” y el enjuague C: mezcla de ambos aceites, se realizaron
pruebas organolépticas, fisicoquimicas y microbioldgicas, dichos preparados
fueron confrontados con enjuagues de uso comercial como “Colgate”, “Dento”
y “Listerine”, conformando los grupos D, E y F respectivamente. Por dltimo, se
evaluo la actividad antibacteriana con el mismo método inicial dando como
resultados lo siguiente: Enjuague A 11.57 mm, enjuague B 11.76 mm,
enjuague C 10.94 mm, D 17.43 mm E 17.43 mm y F sin halos de inhibicién
formados. Concluyendo lo siguiente: “Mufia” tiene mejor accion bacteriana
que “Arrayan” y que el enjuague preparado con la mezcla de ambas especies
vegetales presentan menor actividad antibacteriana, aun asi, las tres
formulaciones tuvieron mejor accion antibacteriana sobre Listerine y menor

sobre Dento y Colgate. 2

2.2 ESTADO DE LA CUESTION

En el Pert y el mundo se enfrenta situaciones de riesgo a la salud diariamente,
de los cuales hoy en dia dos se consideran de mayor interés por sus alarmantes
cifras de incremento estadistico, tal es el caso del uso racional de antibiéticos, y
con ellos la resistencia microbiana, asi como también el incremento de la
formacion de enfermedades degenerativas por la excesiva formacion de
radicales libres en el organismo, dado por el bajo consumo de antioxidantes
naturales y el manejo inadecuado de las mismas. “3)

Antes de la existencia de antimicrobianos los indices por muerte ante infecciones
de todo tipo eran elevados, con el tiempo fue mejorando gracias a su aparicion
de estas, lo malo es que en la actualidad se observa el incremento generado por
la “resistencia” a la mayoria de los antibidticos por el uso inadecuado de los
mismos, que han generado que un microorganismo desarrolle habilidades
mutagénicas para resistir al ataque de un antibiético, por lo que, se duda que en
el futuro se pueda seguir disfrutando de los efectos observados hasta este
momento, y como resultado final se cae en la posibilidad de tener una recaida a
los siglos pasado, donde la infeccién sobrepasaba los limites permitidos para
salvar a un paciente.“4)

A través de los afios diversos microorganismos como S. aureus han desarrollado
mecanismo de defensa que las hacen mas habiles frente a un antibiético, por lo

gue curar una infeccion con esta bacteria se ha vuelto mas dificil en los centros
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de salud, esto puede deberse al estancamiento en la creacion de nuevos
antibioticos a partir de sustancias naturales, ya que hoy en dia solo se ven
modificaciones en estructuras de los antibiéticos que ya conocemos, por lo que
cambiar este problema dia a dia se hace menos prometedor. )

La Organizacién mundial de salud para el 2012 reporto a través de un informe el
cual considero a 114 paises, que los antibiéticos que podrian estar generando
resistencia, serian los siguientes: Los “carbapenémicos” usados para “Klebsiella
pneumoniae”, principal generador de infeccion intrahospitalaria, neumonia,
sepsis en RN e infecciones en UCI, “fluoroquinolonas” usadas para infeccion del
tracto urinario generados por “E. coli”. ; También informaron sobre el descenso
de “cefalosporinas” de 3° generacion en ciertos paises por su poca 0 nula
efectividad contra gonorrea, reporté también que la probabilidad de muerte por
Staphylococcus aureus con resistencia a “meticilina” es de 64 % y el riesgo
costo-beneficio por la mayor tiempo de hospitalizacién de los pacientes se ve
reflejado por dia. )

En Latinoamérica el pais con mayor indice de autoconsumo de antibioticos es
Argentina con un 46%, seguidas de “antigripales” en un 45%, un 33% relajante
muscular y 31 % antialérgicos, datos obtenidos el 2017 por las investigaciones
de la “Confederacion Farmacéutica Argentina” COFA. (46:47)

En el Perd, el informe de vigilancia del 2012 sobre el uso racional de antibioticos
en microorganismos intrahospitalarios indicé un 99 % de resistencia a
“penicilinas”, 80 % a “Eritromicina”, 75% a “clindamicina” y mas de un 30 % de
resistencia de “P. aeruginosa” en todos los grupos de antibidticos. En el
aislamiento de “Klebsiella pneumoniae”, es triste ver que este cercano al 50%
para cefalosporinas de tercera y cuarta generacion. Lo mas preocupante es para
la bacteria mas comunmente aislada en un hospital pues es resistente a
“ampicilina” con un 80 % y un 60% para ciprofloxacino, con esta nos referimos a
“Escherichia coli”, y 1 % de resistencia a carbapenemes para “Klebsiella
pneumoniae” y “Enterobacter spp”. Los resultados mostrados anteriormente
hablan especificamente del 2012. (48:49)

Vayamos a nuestra ciudad Cusco donde segun el Director Regional de Salud Dr.
Ludgardo Astorga Febres entre el 30 al 50% del uso de antibioticos a nivel

hospitalario es innecesario e inapropiado, el indica que dicho uso conlleva a la
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seleccidn de bacterias multiresistentes, las cuales se asocian a mayores dias de
hospitalizacién, mortalidad y costos que sobrepasan lo indicado por la OMS. 0
Es por ello que, se ha realizado en estos ultimos afios investigaciones que
permitan demostrar el incremento sobre la sensibilidad antibidtica dado con
mayor magnitud para los casos intrahospitalarios, tal es el caso del reciente
estudio presentado en el Hospital Nacional Adolfo Guevara Velasco ESSALUD-
Cusco, 2017, donde se logré demostrar que la resistencia de infeccion del tracto
urinario es de 13.6%, siendo los pacientes mas afectados aquellos que estan
entre los 56 - 70 afios mostrando 41.3 %, prevaleciendo las mujeres con un 71.3
%. Por otro lado, en un estudio sobre “Sensibilidad antibiética de los gérmenes
causantes de infecciones urinarias en pacientes mayores de 15 afos del Hospital
Regional del Cusco, en el periodo 2005-2007”, se obtuvo como resultado a E.
coli representamdo un 92%, 96% y 90% del total de gérmenes aislados en los
afnos de estudio respectivamente. Ademas, se determind que el antibiético al que
presentaba menor resistencia la E. coli fue la amikacina 3.2%, seguido de
ceftriaxona y aztreonam. Los antibiéticos con més alta resistencia (mayor del

20%) fueron &cido nalidixico, ampicilina/sulbactan, ciprofloxacino. 0

En este trabajo se pretende mostrar estas cifras como resultados a
investigaciones pasadas no con el fin de alarmar, sino con el objetivo de buscar
iImplementar medidas que ayuden a parar con estos hechos es por ello que no
solo se tomard en cuenta el uso inadecuado de antimicrobianos, sino también un
tema que ha generado debate y estudio en los ultimos afios, “los antioxidantes y
sus efectos en la salud”. Existen diversos reportes a nivel mundial sobre la
evaluacion, identificacién y cuantificacion en diversos vegetales y frutas, con la
finalidad de erradicar la proliferacion de radicales libres. ®9 Es asi que se ha
visto que, en el trayecto de estos Ultimos afios que los antioxidativos pasaron de
“simples atrapadores de radicales libres” en los noventa a “moléculas cuyo
consumo seria sinénimo de salud”. ¢?)

Los 90, década en la que los antioxidantes empezaron a llamar la atencién, a
través de investigaciones que indicaban que “los radicales libres” eran los
responsables de la formacion de diversas enfermedades como “cancer,
arterioesclerosis, etc.” Fue alli que se empezé a dar mas importancia a la

existencia de estos antioxidantes y se empezd a realizar mas examenes
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laboratoriales que confirme la teoria de esas épocas. 43 Hoy en dia con los
resultados obtenidos por afios se confirma que mas de cien males se relacionan
con la produccion excesiva de “radicales libres” en el cuerpo, entre ellas
tenemos: “aterosclerosis, Alzheimer, diabetes mellitus, cataratas, cancer,
enfermedades degenerativas del sistema nervioso central, artritis reumatoide y
envejecimiento”. ¢4 La gran importancia que tiene la bisqueda constante de
antioxidantes naturales, es debido a estas enfermedades, pues dia a dia se
vuelven mas dificiles de tratar. Es asi que a cdmo pasan los afios son mas los
procesos patoldgicos implicados, por lo que el indice de los descubrimientos
llevados a cabo por diferentes grupos de investigacion, muestran patologia mas

significativos que requieren mayor cuidado, entre estas tenemos: ‘“el
envejecimiento, la ateroesclerosis, cancer, catarata senil, insuficiencia renal
aguda (IRA), crénica (IRC) y didlisis, Hipertension arterial (HTA), Diabetes
mellitus, Cirrosis, hepatopatia alcoholica e insuficiencia hepética, cuyos

porcentajes de incidencia cada dia son mayores”. %

2.3 BASES TEORICO CIENTIFICAS

2.3.1 BACTERIAS EN ESTUDIO:

2.3.1.1 Escherichia coli ATCC 25922
2.3.1.1.1 CLASIFICACION TAXONOMICA

Dominio : “Bacteria”
Filo : “Proteobacteria”
Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Enterobacteriales
Familia : “Enterobacteriaceae”
Género : “Escherichia”

Especie : Echerichia coli

Fuente: UVIDIA O. 2012 (56)
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2.3.1.1.2 GENERALIDADES

Es bacilo corto gramnegativo, anaerobia facultativa, por su presencia de flagelo
tiene movilidad, los inéculos se muestran redondos, convexos, lisos y con bordes

definidos, sueles crecer mejor a 45 °C, no forman esporas. %)

2.3.1.1.3 PATOGENICIDAD

Esta bacteria habita en el intestino grueso y logra movilizarse desde los intestinos
hasta las vias urinarias y con ello alcanzar al rifidn por via linfatica generando

con alto indice y persistencia infecciones urinarias. ©¢7)

La transmision por esta bacteria es por via fecal-oral, logrando asi generar
infecciones gastrointestinales, como del tracto urinario, es frecuente en
pacientes con heridas postoperatorias, puede provocar meningitis neonatal y en
el peor de los casos septicemias, es comun por generar diarreas, en bebes, nifios
y adultos, esto dependiendo al tipo de E. coli que el paciente tenga, es asi que
se ha logrado identificar 6 clases de Escherichia coli que provocan diarreas en
el humano y son consideradas como patdgenas entéricas las cuales son
“Escherichia coli enterotoxigénica, enterohemorragica, enteroinvasiva,
adherentedifusa, enteroagregativa y enteropatdgena; cada una de ellas
codificadas en el cromosoma y en el plasmido mediante diferentes serogrupos y

serotipos que actan directamente en la patogenia.” 8
2.3.1.1.4 IDENTIFICACION

Se ha determinado que el método tradicional para la identificacion es por
aislamiento, esta se da tomando directamente la muestra de heces con hisopo,
luego sembramos con un asa redonda de nicromel por estria cruzada con agar
especifico e incubamos a 37°C en un tiempo aproximado de 18 a 24 horas,
seguidamente apartamos de entre 5 — 10 espacios colonizados de “Escherichia
coli” e identificamos biogimicamente con medios en tubo que contengan “hierro
triple azucar, agar lisina hierro, MIO, citrato, sorbitol, urea, rojo de metilo, Voges
Proskauer, malonato o caldo manitol-rojo de fenol”, seguidamente se coloca en

“agar base sangre (BAB)” y se hace la serologia. ¢
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2.3.1.1.5 TRATAMIENTOS

- INFECCION URINARIA: “cistitis o bacteremia asintamatica” se usa
cotrimoxazol, nitrofurantoina, acido nalidixico, etc.

- DIARREA: Hidrataciébn constante para recuperaciéon de electrolitos.
“diarrea infantil” se usan ATM como “aminoglicésidos, tetraciclinas,

sulfamidas, ampicilinas, cefalosporinas, colistinas y gentamicina”. €
2.3.1.2 Pseudomona aeruginosa ATCC 27853

2.3.1.2.1 CLASIFICACION TAXONOMICA

“Reino : Bacteria
Filo : Proteobacteria
Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Pseudomonadales
Familia : Pseudomonadaceae
Género : Pseudomonas

Especie : Aeruginosa”

Fuente: UVIDIA O. 2012 ©8)
2.3.1.2.2 GENERALIDADES

Es considerado el patdégeno principal de su familia, se encuentra clasificado
como bacilo gramnegativo aerobio, fabrica acidos a partir de sacarosa, glucosa
o incluso fructuosa, por lo que puede vivir en lugares que su versatilidad nutritiva
le permita, una caracteristica principal en sus colonias es la presencia de
pigmentos dandole una caracteristica Unica en las placas a simple vista con
brillosidad metalica, ademas presentan una consistencia parecida a gelatina, a
simple vista se notan viscosos especialmente en zonas de mayor crecimiento.
Atacan las vias respiratorias, mas aun en pacientes con fibrosis quisticas, lo
gue las hace persistentes en pacientes inmunosuprimidos, provocando dafios
irreparables. P. Aeruginosa tiene demasiada facilidad para crecer en la
naturaleza como a nivel nosocomial volviéndolas una fuente primaria de

infecciones hospitalarias graves. (61)
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2.3.1.2.3 PATOGENICIDAD

Suele ocupar gran parte del ambiente, especialmente hospitales, se puede
ingerir a través del agua, son muy invasoras y productoras de toxinas, lo que les
permite presentar resistencia a los antimicrobianos. Los pacientes
iInmunosuprimidos son su principal hospedador, puede atacar bebes prematuros
0 bebes con lactancia, paciente con quemaduras, pacientes con intervencion
quirurgica generando en estas ultimas infecciones de heridas, puede provocar
sepsis, infeccion en las meningeas, infeccidén en el tracto urinario, neumonias,

conjuntivitis e incluso infecciones en el oido. 8

2.3.1.2.4 IDENTIFICACION

Las Pseudomonas pueden ser identificadas al cultivar la cepa aislado del lugar

infectado, seguido con pruebas de sensibilidad. 62

2.3.1.2.5 TRATAMIENTO

e INFECCION LOCALIZADA: En caso de FOLICULITIS sin uso de
antibiéticos, “OTITIS EXTERNA” lavados con “acido acético 1%” o de
manera tépica con “polimixina B”, infeccién severa se usa quinolonas,
“INFECCION LOCAL DE PARTES BLANDAS” administracion de
antibioticos, drenaje de abscesos, procedimiento quirdrgico,
“ULCERACION EN LAS CORNEAS”, se trata con ciprofloxacino 0.3 % o
levofloxacino 0.5 %, en INFECCION URINARIA SIN SINTOMAS no se
usa antimicrobianos, caso este embarazada. INFECCION URINARIA
CON SINTOMAS levofloxacino via oral 750mg/dia, o ciprofloxacino
500mg c/12hrs. (62)

e INFECCION SISTEMICA: En este caso se necesita terapia parenteral,
evaluando segun gravedad y paciente ya sea dado por un solo farmaco
beta-lactamico o una fluoroquinolona, o una combinacién, o cualquier

antipseudomona posible. (62
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2.3.2 HONGOS EN ESTUDIO:

2.3.2.1 Candida albicans ATCC 90028

2.3.2.1.1 CLASIFICACION TAXONOMICA

“Reino : Fungi
Clase : Saccharomycotina
Orden : Saccharomycetales
Familia : Pseudomonadaceae
Género : Candida
Especie : C. albicans”

Fuente: BONILLA P. (2011) 7

2.3.2.1.2 GENERALIDADES

Hongo “dimérfo” cuya caracteristica principal es formar cadenas largas con
“pseudonhifas”, “hifa” y “blastoconidio”. Son capaces de asimilar y fermentar
azucar. Forman parte de la flora normal del humano, son hongos oportunistas y

luego patégenos. &7

2.3.2.1.3 PATOGENICIDAD

Céandida albicans es un hongo dimorfo, le gusta vivir en zonas humedas, como
mucosa oral y vaginal, provocando infecciones en esos sitios, ademas pueden
provocar problemas infecciosos en “piel”’, “ufias” y “mucosas”, siendo los
pacientes inmunosuprimidos 6 con enfermedades latentes los mas vulnerables,
como son gestantes, bebes, nifilos 0 ancianos, personas con proétesis dental e
incluso diabéticos. Candida albicans es considerada como la especie mas
patdbgena por su constante mecanismo a resistencia frente al tratamiento

antifingico, generar dafio celular y dafios en tejidos invadidos. 9
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2.3.2.1.4 IDENTIFICACION

Existen distintas formas de identificacion para Candida Albicans una de ellas es
por fermentacion en suero a 37°C 0 a través de cultivos con agares especificos,
gue pueden ser Sabouraud, incluso medios de cultivos con agar, sacarosa,
dextrosa, maltosa o peptona, formando asi después de 1 dia o dia y medio
colonias blancas muy pequefias llegando a medir entre 1.5 — 2 mm después de
5 a 7 dias, caracterizadas con un olor a levadura, con relieve cremoso, estas
colonias se desarrollan “in vitro” con presencia de oxigeno, con pH que va desde
2.5a 7.5y con una habilidad de estas levaduras por desarrollarse a 37°C, siendo
este un factor de reconocimiento ya que los mas contagiosas se desarrollan
entre 25°C y 37°C, mientras que las menos contagiosas estancan su crecimiento
a 37°C. 62

2.3.2.1.5 TRATAMIENTO

Existe gran variedad de medicamentos con propiedad fungica, pero las de alta
demanda son los “azoles” cuyas vias de administracion son topicamente 0 con
tabletas de forma oral, entre estas tenemos: “clotrimazol, fluconazol, itraconazol y
ketoconazol.” ®3) Se debe considerar la terapia en funcion al tipo de candidiasis y entre

estas las siguientes:

e Candidiasis cutaneas: Tratamientos con fluconazol o itraconazol

e Vulvovaginitis: Crema u Ovulos locales de nistatina, en caso de mujeres
de mayor edad o en infecciones recurrentes por la complejidad se
administra una dosis Unica de fluconazol.

e Infeccidbn orofaringea: Tratamiento con enjuagues de clotrimazol o
nistatina, en caso de pacientes con severidad mayor como exposicién a
guimioterapias se usa fluconazol.

e Candiduria e infeccion urinaria: Se administra tratamiento de antibiéticos

y antimicoticos en base a un cultivo previo. 3

e Candidiasis sistémica: Dentro de estas tenemos a la candidiosis cronica
diseminada, candidiosis Osea, articular, en SN, endolftalmitis,

endocarditis, pericarditis, etc. Para este caso se da tratamiento de
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acuerdo a las condiciones del paciente, para ello se toma como
tratamiento de eleccidon con mayor frecuencia al fluconazol 400 mg
(6mg/kg/dia), anfotericina B liposomal 3-5 mg/kg/dia o anfotericina B
desicolato 0.5-0.7 mg/kg/dia. Y en caso de considerar un tratamiento
alternativo en pacientes que rechacen la de primera eleccién
Anidulafungina 200 mg dosis de carga y 100 mg/dia, dependiendo el tipo

de candidiasis que presente. ¢4
2.3.2.2 Trichopyton rubrum ATCC 28188

2.3.2.2.1 CLASIFICACION TAXONOMICA

Phylum : Ascomycota
Clase : Euascomycetes
Orden : Onygenales
Familia . Arthrodermataceae

Género . Trichopytom
Especie : T. rubrum

Fuente: Velazquez, J.C. (2019) &9

2.3.2.2.2 GENERALIDADES

El Trychophyton rubrum clasificada por ser un “dermatofito antropofilico”
caracterizado por generar infeccion en piel, cuero cabelludo y ufias en pacientes
sanos e infecciones mas crénicas y agresivas en los pacientes

inmunocomprometidos. 63

Este hongo puede ser identificado por su particularidad nutricional, su
caracteristica fisioldgica o por su morfolégica. A simple vista se logran ver
colonias algodonadas de color blanco y verde, con grosor y relieve, de reversa
de logra ver un color naranja — rojo vino, por el microscopio se logra ver
filamentos con microconidios piriformes en forma de lagrimas o pera alternadas
entre sus hifas. Los medios mas usados para su identificacibn macroscopica

son el Agar Sabouraud, miococel. % Dentro de su familia se conoce al T.
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Mentagrophytes, como otro hongo causante de micosis superficial, pues
presenta caracteristicas macroscopicas semejantes a las que se observan en
T. rubrum, por lo que ambos tienen pruebas de identificacion distintas para
poder determinarlas correctamente. El caso de T. rubrum ha tomado demasiada
importancia los Ultimos afios pues su incidencia en dermatofitosis ha
aumentado, siendo considerada hoy en dia el agente causal hasta en un 80%

de los casos. (67
2.3.2.2.3 PATOGENICIDAD

Es la principal y Unica causa de dermatofitosis. Basicamente no es considerada
como una infeccion mortal, pero tienen la capacidad de segregar y producir
enzimas proteoliticas que han demostrado ser mas virulentas y por ende
persistentes. Entra en la piel a través de la degradacion de la queratina (proteina)
de la piel, invade a través del estrato corneo (capa externa de la piel), generando
la dermatofitosis en forma de tifia corporis, tifia inguinal, tifia pedis, cruris, etc.

Siendo demasiados incomodos y dolorosos. 9
2.3.2.2.4 IDENTIFICACION

La identificacion de este hongo se puede realizar de varias maneras, tomando
en cuenta el tipo de dermatofitosis, para ello consideramos 5 formas descritas a

continuacion:

e Preparacion microscoépica directa
e Cultivo

e Histologia ©8
2.3.2.2.5 TRATAMIENTO

Trichopyton rubrum es uno de los hongos con mayor incidencia en la familia de
los dermatofitos, considerando de manera notoria un 71% frente a un 20% para
T. Mentagrophytes y el restante para candida albicans, Las enfermedades
superficiales de la piel generadas por este hongo tienen un tratamiento largo y
persistente y por lo general se los antimicéticos como Terbinafina e itraconazol

son considerados como primera linea de tratamiento con periodos cortos de 3

27



meses mas o menos, de manera mas detallada podemos ver los siguientes

tratamientos:

e Tinea pedis: TOPICA (butenorfina, diario), ORAL (fluconazol 150
mg/semanal de 1-4 semanas).

e Tinea mannum: TOPICA (ciclopirox, 2 veces al dia), ORAL (ketoconazol
200 mg/dia, 4 semanas).

e Tinea cruria: TOPICA (clotrimazol, 2 veces al dia), ORAL (itraconazol
200-400 mg/dia una semana).

e Tinea corporis: TOPICA (econazol, Terbinafina, diario 2 veces al dia)

e Tinea capitis: TOPICA: champU+terapia oral, ORAL (Terbinafina 250
mg/dia por 4-8 semanas). ©9

2.3.3 PRUEBA DE SENSIBILIDAD MICROBIANA

La accion antibacteriana y antifungica se evalua “in vitro” con el fin de verificar
la susceptibilidad del microorganismo en el hospedador y con ello conocer el
tratamiento correcto para los pacientes y la adecuada utilizacion de antibidticos,
a esto se le llama “antibiograma”. Las pruebas de sensibilidad mas comunes

son:

2.3.3.1 METODO POR DILUCION

Este método nos permite ver las concentraciones exactas a la cual una bacteria
u hongo presenta una inhibicion, con el fin de determinar su accion bactericida 'y
bacteriostatica, para ello se agrega los microorganismos en su respectivo medio
ya sea liquido o sdlido, con ellos se logra obtener colonias activas que son
inoculadas nuevamente con los medios especificos y se incuban. Luego se
realizan diluciones y en ellas se agregan pequefas colonias activas, se lleva a
incubacion y el resultado se da como la minima cantidad de antibiético necesario
para “inhibir” o “matar” a la cepa estudiada. La desventaja se da precisamente
por el tiempo empleado, por lo que su uso es mas limitado a circunstancias
especiales, pero fuera de ello la principal ventaja de esta prueba es que brinda

concentraciones correctas y exactas del medicamento que garantizaria la

e g : (70,71)
inhibiciébn o muerte de la bacteria u hongo a tratar.

28



2.3.3.2 METODO DE DIFUSION

Este meétodo, fué normalizado por “Kirby Bauer” en el 66° en EEUU, es
conocida por ser la prueba mas usada en microbiologia pues garantiza datos
precisos de inhibicion. La OMS public6 las “Normas” a considerar en el
procedimiento, los cuales son”: Las cepas ATCC deben ser obtenidas en forma
de “cultivo puro”, debe ser “agente etiolégico”, los discos son especificos con
diametro entre 5 a 7 milimetros y grosor de 0.02 milimetros, una carga maxima
de 10 uL, lo cual permita halos de inhibicion no mayor a 40 mm, deben
almacenarse a 4°C o segun indiguen los fabricantes, se debe considerar un
ambiente con sustancias desecadoras, las placas deben ser uniformes y
completas para un buen sembrado con altura del agar de 4 mm para estandarizar

la difusion de la droga, caso omiso a este paso generaria error de lectura y

., .., (67.71)
formacion de halos de inhibicion.

2.3.4 PLANTAS MEDICINALES
2.3.4.1 Minthostachys spicata (Q’eshua muna)
2.3.4.1.1 GENERALIDADES

Su nombre es dado segun el pais de procedencia pues en “quechua” la llaman
‘mufia”, y en “Aymara” lo conocen como “Coa” y “Huaycha’, en otras regiones

se le conoce a esta planta como: "mufa negra", "polco silvestre”, "coz",

"mufia-mufia”, "arash mufa", "kon" "orcco- mufia’. ("27374) Su crecimiento es
favorecido a una altura entre 2500 a 3500 msnm. (/) Se considera hemicriptéfila
pues brota con las primeras lluvias de la primavera y desaparece en invierno, (/¢
alcanzando una altura de 0.80 - 1.50 m, crece en lugares con bastante
humedad, en pH entre 5-8 con bastante luminosidad, se ven frecuentemente
en acequias, manantiales suelos arenosos humedos, ") se multiplica por

semilla y por codo- (78
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FIGURA N°1: Minthostachys Spicata (Q’eshua muia)

FUENTE: Olivera L. y Gutierrez G. Urubamba-2020

2.3.4.1.2 CLASIFICACION TAXONOMICA

La clasificacion e identificacion botanica fue realizada por el “M.Cs. Blgo. Alfredo
Tupayachi Herrera, profesor investigador asociado al Herbario Vargas de la
Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco”, de acuerdo a la Clasificacion
APG IV — 2016 (Angiosperm Phylogenetic Group).

Reino : Plantae
Clase : Magnoliopsida
Subclase : Magnoliidae
Superorden . Asteranae
Orden . Asterales
Familia : Lamiaceae
Género : Minthostachys
Especie : Minthostachys spicata (Q’eshua
mufia)
Sinonimias . Bystropogon glabrescens Benth.,
Bystropogon spicatus Benth

, “Papa muna”

Nombres comunes: “Rap’i muia”, “Q’eshua muna

FUENTE: Herbario Vargas CUZ (ANEXO 1)

2.3.4.1.3 TIPOS DE Minthostachys spicata (Q’ESHUA MUNA)
La distribucion de esta especie es amplia yendo desde “Argentina a Venezuela”
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encontrandose aproximadamente doce clases distintas, de los cuales se
consideran seis en Peru que van desde “Cajamarca” hasta “Cusco”, los cuales

son *Minthostachys glabrensces”, “Minthostachys salicifolia”, “Minthostachys

setosa”, “Minthostachys tomentosa” y “Minthostachys mollis (HBK) griseb”. (/%80

2.3.4.1.4  COMPOSICION QUIMICA EN Minthostachys spicata (Q’ESHUA
MUNA)

Bibliograficamente no se tiene muchas referencias que indiquen la composicién
guimica de esta especie en particular, pero por los resultados encontrados en
investigaciones pasadas en nuestra universidad se logré observar que en el
aceite esencial de Minthostachys spicata se ha identificado un total de cincuenta
y ocho componentes, considerando de manera general a los monoterpenos
oxigenados con un 87,4%, siendo sus principales constituyentes la pulegona
(43,2 %), isomentona (15,0 %), y mentona (14,2 %). ®V Los porcentajes
obtenidos pueden ser variables, pues se ha visto otras investigaciones donde se
encontré pulegona (30,06 %) y 2s-tras mentona (29,65 %) “? pero esto solo
confirma que estos dos monoterpenos oxigenados son los componentes
mayoritarios de esta especie, con porcentajes variados que podrian deberse a la

zona de recoleccion de los mismos.

2.3.4.1.5 COMPOSICION NUTRITIVA DE Minthostachys spicata (Q’ESHUA
MUNA)

Segln Azafia, 2010 @9 _“Por cada 100 gr la especie tiene como Componentes
mayoritarios: 16% de agua, 3.2% de proteinas, 2.80% grasas, 66.30%
carbohidratos, 9.4% de fibra, 11.70% de cenizas. Minerales: 2.24% de calcio,
22.40% de hierro. Vitaminas: 306 pg % de retinol, 0.35 pg % de tiamina, 1.81
1g de rivoflavina, 6.85 g % de niacina'y 21.10 ug % de acido ascorbico”. €2

2.3.4.1.6 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales o aceites volatiles, son mezclas complejas de
sustancias con propiedades aromaticas, que pueden ser extraidos por
destilacion; logrando ser acuosos y a veces soélidas. ©384 Los aceites llevan

utilizadndose desde hace varios afios, todos los vegetales aromaticos contienen
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esencias, y los aceites esenciales son el extracto puro de estas esencias. ©°
Augusto los define como: “Aguellas sustancias caracterizadas por su volatilidad,
formadas por agrupaciones de un gran numero de compuestos quimicos
aromaticos”. ©% Se encuentran distribuidas en diferente parte de la especie y
son solubles en agua. Morales indica que: “La mayoria de las esencias estan
constituidas por un compuesto predominante; pero que no siempre las

caracteristicas de olor y sabor estan dadas por el compuesto principal”. (85:86)
2.3.4.1.6.1 COMPOSICION QUIMICA

Entre los compuestos mas relevantes tenemos: “Hidrocarburos: Mirceno,
cinemo, pineno, canfeno, felandreno, bineno, limoneno, cariofileno,
geranioleno, santaleno. Alcoholes: isoamilico, geraniol, linalol, citronelol,
nerodinol, farsenol, terpinol, mentol, borneol, bencilico, fenil-etilico. Fenoles:
Timol, carbacrol, eugenol, vainillina. Aldehidos: Citral, citronelal, anisaldehido,
benzaldehido, cinamadehido. Cetonas: Alcanfor, carvona, mentona, piperitona,
acetato fenona. Eteres: Anetol, metilchavicol, eucaliptol, ascarodol. Esteres:
Salicilato de amilo, benzoato de metilo, acetato de terpinilo, acetato de

geranilo”. (¢7.88)

2.3.4.1.6.2 EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL POR “DESTILACION
POR ARRASTRE DE VAPOR”

La maniobra propuesta es la mas usada a nivel mundial, por ser econémica y
simple, ademas de ser rentable por las cantidades de materia prima que se
pueden usar por proceso, obteniendo altos resultados. En esta técnica se
aprovecha la caracteristica principal que tienen los aceites esenciales “su
volatilidad” con el fin de ser arrastrados con el vapor del agua y condensados
por un refrigerante, que por densidades las volveran a separar entre agua y
aceite. El objetivo principal de esta maniobra es la separaciéon de los
componentes de caracteristica volatil que presentan de los que no son, para lo
cual el armado de este esquipo se da por la presencia de dos balones uno con
agua que entrard en contacto con calor hasta ebullicion y el otro tendra la
especie a tratar, luego la mezcla agua/aceite por condensacioén en el refrigerante

se separaran. 9
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Para lo cual se dar& el siguiente proceso: eleccion de planta en buen estado,
pesar la materia prima y colocarlo en el segundo balon, en el primer balén ira el
agua que entrard a ebullicién, se recepciona el aceite que salga del refrigerante
en un recipiente estéril y cerrado (para evitar pérdida), esterilizar; almacenar a

T° ambiental y sin luz hasta su uso. 9
2.3.4.2 Taraxacum officinale (DIENTE DE LEON)

2.3.4.2.1 GENERALIDADES

Asteracea conocida por su maleza resistente, diente de le6bn denominado asi por
el color de sus hojas verde oscuro bien dentadas, pinnatipartidas o pinnatisectas,
dispuestas en rosetas, pueden crecer de 15 a 30 cm de altura, se caracteriza por
contener dentro de su composicion lactonas sesquiterpénicas que son
sustancias amargas responsables del sabor principal de este vegetal, dentro de
estas tenemos a las taraxacina, taraxacerina o lactucopicrina. Se ha logrado
determinar que estos compuestos también son los responsables de atribuir en la
especie propiedades antinflamatorias, hepatoprotectoras y son efectivas para
dolencias digestivas. Otro de sus componentes ya caracteristicos son los
compuestos fendlicos que presentan efecto modulador sobra la inflamacion,
ademéas de ser los principales componentes que otorgarian a esta planta
actividad antioxidante y antibacteriana. ©°

Esta planta ha sido una de las especies con mayor expansion a nivel mundial,
indican referencias sobre su procedencia europea, pero hoy en dia esta dispersa
en todo el mundo. Es una de las especies mas estudiadas por sus propiedades

curativas. D
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FIGURA N°2: Taraxacum officinale (Diente de ledn)

FUENTE: Olivera L. y Gutierrez G.Urubamba, 2020

2.3.4.2.2 CLASIFICACION TAXONOMICA

La clasificacion e identificacion boténica fue realizada por el bidlogo “M.Cs. Bigo.
Alfredo Tupayachi Herrera, profesor investigador asociado al Herbario Vargas de

la Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco”, de acuerdo a la

Clasificacion APG IV — 2016 (Angiosperm Phylogenetic Group).

Reino : Plantae
Clase : Magnoliopsida

Subclase : Magnoliidae
Superorden . Asteranae
Orden . Asterales

Familia . Asteraceae

Género . Taraxacum

Especie . Taraxacum officinale F. H. Wigg

FUENTE: Herbario Vargas CUZ (ANEXO 1)

2.3.4.2.3 COMPOSICION QUIMICA

Como vimos anteriormente los principios amargos dados por las lactonas
sesquiterpénicas son responsables de accion en el higado y el aparato digestivo,
dicho compuesto se logré encontrar en las hojas y la raiz (taraxina) y con ello se

ha visto también que son fuente rica de vitaminas y de minerales. V)
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2.3.4.2.4 COMPOSICION NUTRITIVA

“Por cada 100 gramos de hojas: 2.7 gr de proteinas, 85.6 gr de agua, 0.7gr de
grasa, 9.20 gr de carbohidratos, 3.5 gr fibras, 0.71 gr azlcar presente, Minerales:
187 mg calcio, 36 mg de magnesio, 397 mg de potasio, 0.41 de zinc, 66 mg de
fosforo, 3.10 mg de hierro, Vitaminas: 35 mg de vitamina C, 0,806mg de niacina,
27 mcg de acido folico, 0.190 mg de tiamina, 3.44 mg de vitamina E, 0.251 mg
de vitamina Bs, 508 mcg vitamina A, 778.4 mcg de vitamina K, Lipidos: 0.71 gr
de grasas saturadas, 0.306 gr de grasas poliinsaturadas, 0.014 gr grasas

monoinsaturadas”. ©2
2.3.4.2.5 EXTRACCION

Cuando se habla de extraccion se viene a la mente un monton de procesos con
el cual una especie vegetal puede descomponer sus principios activos, con la
finalidad de poder analizarlos y ver sus acciones especificamente. Normalmente
la extraccion se usa con distintos solventes organicos, tomando una importancia
a la polaridad de estos, segun los objetivos del investigador. Se utiliza alcohol,
acetato de etilo como sustancias de primera eleccion por su polaridad, ademas
gue al someterlos a calos son los menos reactivos, pero en ocasiones se usa
éter de petrdleo o hexano con el fin de desengrasar el material, pero es
importante mencionar que el alcohol etilico es generalmente eficaz pues por su
polaridad puede abarcar mayor cantidad de metabolitos ya sea liposolubles e
hidrosolubles, existen incluso métodos de extraccion mediante liofilizacién cuyo

caso se realiza con agua como solvente. (9399

A continuacién, se nombran las distintas formas de extraccidn existentes:

e Maceracion: La materia prima cruda es triturado y va en contacto directo
con un solvente, debidamente envasado, fuera de luz, y con agitacién
constante por 2-14 dias, pasado el tiempo pasa por un filtrado, en donde
la materia prima vuelve a ser llenada con solvente y el filtrado pasa por un
rotavapor hasta sequedad.

e Decoccion: La materia prima cruda se cuece junto con el solvente,

frecuentemente agua. ©59)
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e Digestién: Es un proceso parecido a la maceracion, pero a esta se le
afiade calor suave entre 50° 0 60°C, esto se da en especies que Son poco
solubles en frio y requieren ser calentados sin ebullicion, para no alterar
la composicién de la muestra, con ello conseguimos mejor rendimiento
pues baja la viscosidad del solvente permitiéndole entrar mas rapido a la
célula de la materia y sea mas facil de extraer sus principios activos.

e Infusién: La droga vegetal es sometido a ebullicibn con el solvente sin
contacto directo del calor, generalmente se usa agua.

e Percolacién o lixiviacion: En esta maceracion la materia prima cruda se
tritura y se afiade un solvente en el percolador, macera y se va renovando
el solvente de manera continua de tal manera que “se mantiene la
gradiente de concentracidn”, por otro lado, la droga restante se vuelve a
prensar y el liquido resultante se combina en el percolador y asi se

concentra el extracto. (95:9)

2.3.5 MEDICAMENTOS USADOS
2.3.5.1 TERBINAFINA

Es el antimicético mas utilizado para dermatofitosis, con carécter fungicida,
puede ser administrado de manera topica u oral con alimentos o sin ellos, es
altamente liposoluble por lo que tiene mayor afinidad por los lipidos y la
gueratina, generando un efecto mas ideal en los niveles plasmaéticos, se
concentra mas por esta caracteristica en pelo, ufias estrato corneo, y tienen una
eliminaciéon lenta por lo que pueden permanecer en el sistema por hasta 3
semanas después de suspender la terapia. El “mecanismo de accion” de este
medicamento es sencillo, pues evita la formacién de ergosterol inhibiendo la
enzima escualeno peroxidasa, encima necesaria para la formacién de lanosterol
y con ello la formacién de ergosterol, quien le brinda firmeza y estabilidad a la
membrana de la bacteria, entonces como no hay formacion de cadena
precursora de ergosterol el hongo muerte por no tener membrana. La
presentacion de este medicamente es de comprimido de 250 mg, y su posologia
va dependiendo a la tifia correspondiente, siendo el tratamiento mas usual de
dos semanas para tinia inguinal y cuatro semanas para tinia en pies y manos.

Las reacciones adversas mas representativas son cefaleas, trastornos
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gastrointestinales, gustativos y cutaneos, somnolencia, esta contraindicado para

embarazadas y durante la lactancia. ©7)

2.3.5.2 CIPROFLOXACINO

Farmaco perteneciente a las quinolonas especificamente a las fluoquinolonas
de segunda generacion, es utilizada para infecciones por gramnegativos
multirresistentes, y algunos Gram positivos, las reacciones adversas que
pueden provocar son cefaleas, fotosensibilidad problemas gastrointestinales,
incremento de transaminasa y creatinina, lo que puede generar examenes de

laboratorio equivocados. (98)

Tiene como principal funcion inhibir a la topoisomerasa IV y la DNA-girasa
bacterianas, rompiendo las cadenas del cromosoma de la bacteria y generando

un sobreenrrollamiento de la cadena, impidiendo la replicacién de su material

i : (99) .
genético, provocando la muestre de las mismas. Este medicamento puede
ser administrado por via oral (legando a concentraciones plasmaticas 1.6-2.9

mg/ml) e intravenosa (4.6mg/ml), esta dltima mantiene su CMI hasta por 12

98,99
horas. ( )

2.3.5.3 FLUCONAZOL

El fluconazol es un bistriazol fluorado con actividad fungistatica, caracterizado
por ser el antifingico mas amigable por su biodisponibilidad y baja toxicidad, es
el mas usado por su mecanismo de accion, y por su buena absorcién, su via de
administracion puede ser oral o endovenosa siendo esta Ultima de mejor
absorcién y recepcion, lo interesante de este farmaco es que mantiene las
mismas concentraciones en “organos, tejido, plasma, saliva, liquido
cefalorraquideo y vagina” alcanzando vida de hasta 30 horas a una
concentracion maxima de 6ug/ml/100mg via oral y de 2030ug/mli/400mg por via
endovenosa. El fluconazol se caracteriza por inhibir la formacién de ergosterol
en su cadena de produccion inhibiendo especificamente la enzima alfa-14-
esterol desmetilasa enzima necesaria para convertir al lanosterol en ergosterol.

Lo que genera una inestabilidad y deja sin soporte a la membrana del hongo.
(100)
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2.3.5.4VITAMINA C

La caracteristica mas peculiar es su extrema facilidad para donar electrones,
convirtiéndola en antioxidantes, su estructura basica este compuesto por 6
carbonos, 8 hidrogenos y 6 oxigenos, que pasa a formar DHA (acido
dehidroascorbico) CsHeOs que viene a ser su forma oxidada, esta reaccion
facilmente reversible la convierte en una molécula ligera que es capaz de ser
agente oxidante bajo. Se caracteriza por ser una célula citotxica, atribuida de
esa manera por la similitud que tiene con la glucosa. En el organismo son de

ingesta necesaria por la ausencia de la “enzima oxidasa de I-gluonolactona”. (101)

2.3.6 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los antioxidantes tienen una gran actividad bioldgica al ser ingeridos diariamente
y pueden encontrarse en productos de uso y consumo diario como el tomate, el
brécoli, las zanahorias, entre frutas las uvas, el mango, el aguacate, mel6n. 192
Se ha visto y demostrado en los ultimos afios que estos compuestos tienen la
habilidad de prever y resistir dafios generado en el organismo por las cadenas

de la oxidacién. (193
2.3.6.1 TIPOS DE ANTIOXIDANTES

Como vimos inicialmente el comportamiento de los radicales libres genera dafios
a la célula tanto por fuera como por dentro, es por ello que existen diferentes
grupos de antioxidantes cuya principal tarea en la célula es tanto extracelular
como intracelular. Por lo que, es importante asegurarse el consumo de
antioxidantes que sean solubles en agua (hidrofilicos) y solubles en grasas
(hidrofébicos), con el fin de para garantizar una mejor proteccion de la membrana

celular. 104
2.3.6.1.1 ANTIOXIDANTES PRIMARIOS

La funcién principal de los antioxidantes primarios es evitar la formacién de
nuevas especies reactivas del oxigeno (Eros), volviéndolas en moléculas

menos perjudiciales, dentro de estas se encuentran: ‘)
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e Glutationa peroxidasa: Definida también como glutation peroxidasa, se
encuentra en la matriz mitocondrial y en el citosol, en caso de las células
animal y se ha demostrado existencia de distintas formas que le
confieren tamafos y ubicaciones especificas, dentro de estas tenemos a
la “glutation peroxidasa fosfolipido hidroperdxido” cuyo fin es dar
proteccion a la membrana y de las LDL, evitando una “peroxidacién
lipidica”

e Coenzima superoxido: Estos ajustan el ingreso de Oz en la célula
evitando asi la oxidacion de las mismas.

e Catalasas: Captan al radical libre para descomponerlos en H20 y O, (199

2.3.6.1.2 ANTIOXIDANTES SECUNDARIOS

En cuanto a este tipo de antioxidantes su funcion principal es capturar al radical
libre. Como ejemplo tenemos: “vitamina E y C, B-caroteno y glutatién urato,

bilirrubina y ubiquinona”. (05)
2.3.6.2 RADICALES LIBRES

Los “radicales libres” son compuestos quimicos que se caracterizan por tener un
electron desapareado, generando en ellos una inestabilidad y volviéndolas
demasiado reactivas por lo que se unen a cadenas de lipido, carbohidratos,
proteinas, etc., desestabilizando y haciendo cambios en la membrana y en las
células. Como se mencion0 anteriormente suelen ser demasiado reactivos, es
por ello que duran muy poco pues buscan reaccionar con cualquier cadena que
este proximo a su alcance, formando cadenas con dificultad de dosificacién. (106)
Pueden generar dafios patoldégicos como: “ateroesclerosis, cancer, catarata
senil, insuficiencia renal aguda y crénica, diabetes mellitus, hipertensién arterial,
cirrosis, insuficiencia hepatica y hepatopatia alcohdlica distrofia muscular, artritis
e inflamacion, enfisema pulmonar e incluso el mismo proceso de

envejecimiento”. (107)

Como sabemos nuestro organismo puede generar estos radicales libres a través
de las especies reactivas de oxigeno, formando con ello superoxidos, pero estas

pueden ser controladas por nuestro propio organismo usandolas como defensa
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contra bacterias y virus; neutralizandolas facilmente por nuestro propio sistema
antioxidante, lo malo ocurre cuando la produccion de estas se descontrola por
los malos hébitos, por la dieta alta en calorias y comida rapida, por
contaminacién ambiental, exposiciébn a rayos UV por consumos de drogas,

bebidas alcohdlicas en exceso, resistencia microbiana, etc. (109

Dentro de estas hay dos tipos: El radical libre endégeno “cadena de transportes
electrénicos mitocondriales, peroxisomales y microsomales, enzima
citoplasmatica y enzima fagocitica” y el radical libre exdgeno, medios externos

como “cigarrillo, alimentos, radiacién”. (199)
2.3.6.3 ESTRES OXIDATIVO

Es descrito asi al desequilibrio entre la producciéon de Eros “especies reactivas
de oxigeno” y la capacidad de un sistema biolégico de decodificar rapidamente
los reactivos intermedios o reparar el dafio resultante, trayendo como
consecuencia problemas estructurales en los 6rganos comprometidos, por un

grave dafio celular por alteracion de sus cadenas membranosas. (10

TABLA N°1: Fuente comun de radical libre y antioxidantes

FUENTE COMUN DE FUENTE COMUN DE
RADICALES LIBRES ANTIOXIDANTE

- Cigarrillo - Chocolate oscuro

- Ambiente contaminado - Téy café

- Radiaciones - Frutas y verduras

- Luz ultravioleta - Nuez

- Exceso de alcohol y drogas - Condimento, frijol

FUENTE: Montero Revision. Anual de la Facultad de medicina (1996). (106)
2.3.6.4 METODO DE EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Hoy en dia los estudios han permitido obtener formas para hallar el poder
antioxidante, todas ellas relacionadas con el porcentaje de captacion de radical

libre, de los cuales tenemos los siguientes: (11

e Meétodo ABTS “acido 2,2-azinobis (3-etilbensoazolin)-6-sulfénico”
e Método FRAP “reduccion del hierro férrico a ferroso”
e Método DPPH “2,2-difenil-1-picrilhidrazil”
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2.3.6.4.1 METODO DEL DPPH (2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZIL)

Simplicidad y alta sensibilidad son los términos que definen a este ensayo,
motivo por el cual hace que sea popular para el estudio de antioxidantes (Brand-
Williams et al., 1995). Su teoria es sencilla, pues solo refleja a que todo donador
de hidrogeno es un antioxidante. Uno de los métodos mas utilizados es
espectrofotométricamente a una longitud de 517 nandmetros y con una viracion
de color de violeta a amarillo cuando se da la reduccion del DPPH por captacion

de radicales libres. 112

FIGURA N°3: Captacion del radical “2,2-difenil-1-picrilhidrazil” (DPPH)

«N-N(CgHsl2 NH-N{CgHg)2
OzN NO, OoN NO 2
Antioxidante
NO NO2
“2,2-difenil-1-picrilhidracil” (DPPH)” “2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH-H)”
(Violeta) (Amarillo)

FUENTE: Brand-Williams W, M Cuvelier, Berset C. Uso de un método de
radicales libres para evaluar la actividad antioxidante. (1995). (112

La actividad antioxidante de una muestra se expresa en ICsp (concentracion

minima necesaria para inhibir al 50% el (DPPH).
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2.4 MARCO CONCEPTUAL

Antibacteriano: Sustancia capaz de eliminar bacterias o inhibir el
desarrollo y contaminacion de las mismas, sin generar dafio en el
hospedador u organismo portador. 13)

Antifungico: Término referido a las sustancias capaces de generar
destrucciéon o inhibicion de hongos a nivel celular, evitando mayor
proliferaciéon y dafio en su hospedador. 14

Bacterisida: Sustancia de distinto origen cuya capacidad es generar lisis
celular en las bacterias llevandolas a la muerte total. 119
Bacteriostatico: Sustancia de distinto origen cuya capacidad es inhibir la
reproduccién dejandola sin descendencia ya mas vulnerable a un
antibiético. 13

In vitro: Es un tipo de ensayo utilizado en laboratorio con el fin de
mantener con vida a microorganismos para que pueden ser manipulados
y observados, con fines de investigacion. 16

Agar: Se usa en forma de gel en la preparacion de medios de cultivo
sélidos para microorganismos, como laxante, para la elaboracién de
emulsiones y como medio de soporte para la inmunodifusion y la
inmunoelectroforesis. 17

Antioxidante: Compuestos enddgeno y exdgenos capaces de evitar
oxidacion molecular, con capacidad de inhibir y propagar la formacion de
“reacciones en cadena de los radicales libres”. (118

Radicales libres: Los radicales libres son sustancias inestables por la
presencia de su electron desapareado, generandole una gran afinidad por
captar un protén libre 118

DPPH: 2,2-difenil-picril-hidracilo, este compuesto se decolora ante la
reacciéon con un radical oxidante cambiando de color por lo cual es

aprovechado en los analisis colorimétricos, es altamente estable. 19
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIALES
3.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1.1 MUESTRA VEGETAL
e Partes aéreas (tallo, hoja) de Taraxacum officinale (Diente de Leon).

e Partes aéreas (hojas) de Minthostachys spicata (Q'eshua Muia).

3.1.1.2 MUESTRA MICROBIANA
e Cepas ATCC 25922 de Escherichia coli (ANEXO 02)

e Cepas ATCC 27853 de Pseudomona aeruginosa. (ANEXO 03)
e Cepas ATCC 90028 de Candida albicans (ANEXO 04)

e Cepas ATCC 28188 de Trichopyton rubrum (ANEXO 05)

3.1.2 RECURSOS DE INFRAESTRUCTURA PARA EL ESTUDIO

e Laboratorio de “Tecnologia Farmaceéutica” de la Escuela Profesional de

“Farmacia y Bioquimica”, Facultad de Ciencias de la Salud.
3.1.3 MATERIAL Y EQUIPO DE LABORATORIO:
3.1.3.1 MATERIALES DE CAMPO:
e Guantes de latex talla S
e Tijeras podadoras

e Bolsa de plastico
e Bolsas de papel y de polietileno

e Celular para la toma de fotos

e Cuaderno de campo
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Papel Kraft

Lapiceros

3.1.3.2 MATERIALES DE LABORATORIO:

Embudo de vidrio
Asa de siembra
Malla

Molino

Bolsas de polietileno
Cuchillos y tijeras de podar
Tubos de ensayo
Baguetas

Gradilla

Mortero

Papel filtro

Pipetas

Pipetas de Pasteur
Soporte universal
Termometro

Vaso de precipitado
Matraz
Micropipetas
Probetas

Placas Petri

Asas para inocular
Pipeta Pasteur
Hisopo

Mechero Bunsen
Erlenmeyer
Algodon

Papel aluminio

Plastico film
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3.1.3.3 INSTRUMENTOS DE LABORATORIO

Autoclave Modelo LS - BSOI - 1. Pres. Max. 0.22 Mpa, T° max. 134°C.
Caocinilla eléctrica

Bafio Maria

Estufa

Rotavapor

Refrigeradora Coldex hasta -20°C.

Balanza Analitica con una capacidad de 210 g, resolucion de 0,1 mg y
sensibilidad de 1 mg.

Incubadora MERD, con un rango de temperatura desde 5°C temperatura
ambiente) hasta 60°C

Autoclave

Espectrofotometro visible JASUGO V-630 BIO con un rango de medicion
de 325 nm a 1100 nm.

Equipo destilador de agua
Equipo destilador por arrastre de vapor

Agitador magnético

3.1.3.4 SOLVENTES Y REACTIVOS:

3.1.3.4.1 SOLVENTES

Etanol 70%

Etanol 96%

DPPH CALBIOCHEM® (ANEXO 06)

Hidréxido de sodio al 1%, 5% y 10% (Glucésidos).
Limaduras de magnesio (Flavonoides).

Etanol Q.P. (Merck).

Rvo. de Bajlet (Cumarinas).
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¢ Rvo. de Lieberman — Burchard (Esteroides).
e Rvo. de Dragendorff. (Alcaloides).

¢ Rvo. de Mayer. (Alcaloides).

e Rvo. de Wagner. (Alcaloides).

e Solucion acuosa de Ninhidrina al 1% (Aminoacidos).

e Solucion de gelatina — cloruro de sodio al 1% (Taninos).

3.1.3.5 MEDIOS DE CULTIVO

e Agar Mac Conkey
e Agar Cetrimide

e Agar Sabouraud
e Mueller Hilton

e Caldo Brain Heart Infusion (BHI) MERCK®
3.1.3.6 FARMACO PATRON

e Vitamina C (Acido Ascérbico) MERCK® (ANEXO 07)
e Ciprofloxacino 4 yg MERCK®
e Terbinafina 30 ug

e Fluconazol 25 ug
3.2 DISENO:
3.2.1 DISENO DE INVESTIGACION:
- Codificacion:

G: Grupos estudiados
X: Tratamiento, estimulo o condicion experimental

O: Mediciéon u Observacion

A. TIPO DE ESTUDIO:

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA: Por su caracteristica, es un estudio de tipo:
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Cuasiexperimental: Debido a que se manipuldé deliberadamente una o
mas variables independientes (concentraciones del extracto y del aceite)
para analizar las consecuencias que la manipulacién tiene sobre una o

mas variables dependientes (actividad antimicrobiana y antifingica).

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE: Por su caracteristica, es un estudio de tipo:

Cuasiexperimental: La investigacion manipulé una o varias variables
independientes (concentraciones del extracto y del aceite) y se observo

el efecto causado sobre la variable dependiente (actividad antioxidante).

3.2.1.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Para determinar la “actividad antioxidante” del patrén acido ascérbico se siguid

el siguiente disefo:

TABLA N°2: Disefio para la determinacion de la capacidad antioxidante

del patron acido ascérbico

GRUPOS TRATAMIENTO MEDICION DE
EXPERIMENTAL LA PRUEBA
G1 - A1
- Y2 A2
G2 Y3 Az
Gs Ya A4
Gy Ys As

DONDE:

G1-G4: Tubo de ensayo con 1.5 mL de DPPH (2,2-difenil-1-
1picrilhidracilo), a una concentracion de 2.925 mg/100 mL.

Y2: Tubo de ensayo con 2 mL de Etanol QP, que actu6 como blanco.

Y3, Ya, Ys: Tubos de ensayo con 0.5 mL de Patrén acido ascorbico a
diferentes concentraciones de 2mg/mL, 1mg/mL, 0.5mg/mL,
respectivamente.

A1-As: Absorbancias obtenidas por el espectrofotometro.
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Para evaluar la actividad antioxidante del “extracto etandlico al 96% obtenido de
las hojas y tallo de Taraxacum officinale (Diente de Ledn)”, se siguio el siguiente

disefo:

TABLA N°3: Diseno para la “determinacion de la capacidad antioxidante
del extracto etandlico al 96% obtenido de las hojas y tallo de Taraxacum
officinale (Diente de Ledn)”

GRUPOS TRATAMIENTO MEDICION DE
EXPERIMENTAL LA PRUEBA

G1 - A1

- Y2 A2

Go Y3 Az

Gs Ya As

G4 Ys As

Gn Yn An

DONDE:

e Gi1-Gn: Tubo de ensayo con 1.5 mL de DPPH (2,2-difenil-1-
1picrilhidracilo), absorbancia de 0.822 para una longitud de onda a 517
nm (rangos permitidos 0.8 — 1); a concentracion de 2.925 mg/100 mL.

e Y2: Tubo de ensayo con 2 mL de Etanol QP, que actu6é como blanco.

e Y3-Yn: Tubos de ensayo con 0.5 mL del extracto etandlico al 96% de
Taraxacum officinale (Diente de Leon) a diferentes concentraciones de
4mg/mL, 2 mg/mL, 1 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.25 mg/mL y 0.125 mg/mL
respectivamente.

e A:-An: Absorbancias obtenidas por el espectrofotometro.

NOTA: El modelo de ensayo de la actividad antioxidante para el aceite esencial
de Minthostachys spicata (Q'eshua muna), se aplicé de igual forma como se
aplic6 para Diente de Ledén (Taraxacum officinale), a las siguientes
concentraciones: 32mg/mL, 16 mg/mL, 8 mg/mL, 4mg/mL, 2mg/mL, 1mg/mL y

0.5 mg/mL, respectivamente.
3.2.1.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Para determinar la susceptibilidad antimicrobiana frente al extracto etandlico al

96% obtenido de las hojas y tallo de Taraxacum officinale (Diente de Le6n) y del
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aceite esencial obtenido de las hojas Minthostachys spicata (Q'eshua muna),
frente a cepas ATCC de “Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Candida

albicans y Trichopyton rubrum”, se sigui6 el disefio la siguiente manera:

TABLA N°4: “Determinacion de la actividad antibacteriana del Extracto
etandlico al 96 % de Taraxacum officinale (Diente de Ledn) frente a cepas
ATCC 25922 de Escherichia coli”

GRUPOS TRATAMIENTO MEDICION DE
EXPERIMENTAL LA PRUEBA
G: Y1 Hi
G2 Y2 H>
Gs Y3 Hs
Gy Y4 Ha
Gy Yx Hx
Gx+1 Yx+1 Hx+1
Gx+2 Yx+2 Hx+2

DONDE:

e Gi, G2, ... Gx+1, Gx+2: Cepas de Escherichia coli que fueron sembradas
en la placa Petri.

e Y1, Yz, ... Yx: Discos empapados con extracto etandlico al 96% de
Taraxacum officinale (Diente de Ledn) a diferentes concentraciones
400mg/mL, 367 mg/mL, 333 mg/mL, 300 mg/mL, 267 mg/mL, 233
mg/mL, 200 mg/mL, 133 mg/mL, 67 mg/mL, 33 mg/mL, y 16 mg/mL.

e Yx+1: Disco de control positivo (Ciprofloxacino 4 pG).

e Yx+2: Disco con control negativo (Etanol absoluto).

e Hi, Hz, ... Hx: Observacion y medicion de los halos de inhibicion.

e Hx+1: Observacion del halo de inhibicion del control positivo.

e Hx+2: Observacion del halo de inhibicion del control negativo.
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TABLA N°5: “Determinacion de la actividad antibacteriana del Extracto
etandlico al 96 % de Taraxacum officinale (Diente de Leon) frente a cepas
ATCC 27853 de Pseudomona aeurginosa”

GRUPOS TRATAMIENTO MEDICION DE

EXPERIMENTAL LA PRUEBA
G1 Y1 Ha
G2 Y2 H2
Gs Y3 Hs
Gy Ya Ha
Gx Yx Hx
Gx+1 Yx+1 Hx+l
Gx+2 Yx+2 Hx+2

DONDE:

o G, G2, ... Gx+1, Gx+2: Cepas de Pseudomona aeruginosa que fueron
sembradas en la placa Petri.

e Y, Y2, ... Yx Discos empapados con extracto etandlico al 96% de
Taraxacum officinale (Diente de Ledn) a diferentes concentraciones
400mg/mL, 367 mg/mL, 333 mg/mL, 300 mg/mL, 267 mg/mL, 233
mg/mL, 200 mg/mL, 133 mg/mL, 67 mg/mL, 33 mg/mL, y 16 mg/mL.

e Yx+1: Disco de control positivo (Ciprofloxacino 4 pG).

e Yx+2: Disco con control negativo (Etanol absoluto).

e Hi, Hz, ... Hx: Observacion y medicion de los halos de inhibicion.

e Hx+1: Observacion y medicion del halo de inhibicién del control positivo.

e Hx:2: Observacién y medicién del halo de inhibicion del control

negativo.
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TABLA N°6: “Determinacion de la actividad antifUngica del Extracto
etandlico al 96 % de Taraxacum officinale (Diente de Leon) frente a cepas

DONDE:

ATCC 90028 de Candida albicans”

GRUPOS TRATAMIENTO MEDICION DE
EXPERIMENTAL LA PRUEBA
G1 Y1 Hi
G2 Y2 H2
Gs Y3 Hs
Ga Y4 Ha
GX YX HX
Gx+1 Yx+1 Hx+1
Gx+2 Yx+2 Hx+2
Gi1, G2, ... Gx+1, Gx+2: Cepas de Candida albicans que fueron

sembradas en la placa Petri.

Y1, Y2, ... Yx: Discos empapados con extracto etandlico al 96% de
Taraxacum officinale (Diente de Leo6n) a diferentes concentraciones
400mg/mL, 367 mg/mL, 333 mg/mL, 300 mg/mL, 267 mg/mL, 233
mg/mL, 200 mg/mL, 133 mg/mL, 67 mg/mL, 33 mg/mL, y 16 mg/mL.
Yx+1: Disco con control positivo (Fluconazol 25 puG).

Yx+2: Disco con control negativo (Etanol absoluto).

Hi, Hz, ... Hx: Observacion y medicién de los halos de inhibicion.

Hx+1: Observacion y medicion del halo de inhibicion del control positivo.
Hx+2: Observacion y medicién del halo de inhibicion del control

negativo.
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TABLA N°7: “Determinacion de la actividad antifungica del Extracto
etandlico al 96 % de Taraxacum officinale (Diente de Leon) frente a cepas
ATCC 28188 de Trichopyton rubrum”

GRUPOS TRATAMIENTO MEDICION DE
EXPERIMENTAL LA PRUEBA

G Y1 Ha

G2 Y2 H2

Gs Ys Hs

Gy Ya Ha

GX YX HX

Gx+l Yx+1 Hx+1

Gx+2 Yx+2 Hx+2

DONDE:
e Gi1, G2, ... Gx+1, Gx+2: Cepas de Trichophyton rubrum que fueron

sembradas en la placa Petri.

e Y1, Y2, ... Yx: Discos empapados con extracto etandlico al 96% de
Taraxacum officinale (Diente de Leo6n) a diferentes concentraciones
400mg/mL, 367 mg/mL, 333 mg/mL, 300 mg/mL, 267 mg/mL, 233
mg/mL, 200 mg/mL, 133 mg/mL, 67 mg/mL, 33 mg/mL, y 16 mg/mL.

e Yx+1: Disco con control positivo (Terbinafina 30uG).

e Yx+2: Disco con control negativo (Etanol absoluto).

e Hi, Hz, ... Hx: Observacion y medicion de los halos de inhibicion.

e Hx+1: Observacion y medicion del halo de inhibicidon del control positivo.

e Hx+2: Observacion y medicion del halo de inhibicion del control

negativo.

NOTA: El modelo de ensayo de la actividad antibacteriana y antifingica para el
aceite esencial de Minthostachys spicata (Q'eshua mufia), se aplicé de igual
forma como se aplico para Diente de Ledn (Taraxacum officinale), a las
concentraciones del 100%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10% y
5%.
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3.3 VARIABLE: DEFINICION CONCEPTUAL Y OPERACIONAL
3.3.1 VARIABLES IMPLICADAS:
3.3.1.1 VARIABLES INDEPENDIENTES:

A. Concentracién del extracto etanélico al 96% de las hojas y tallos de

Taraxacum officinale (Diente de ledn)

Definicion Conceptual: Es la cantidad del extracto etandlico al 96% de
las hojas y tallos de Taraxacum officinale (Diente de le6n), obtenidos por
maceracion con un solvente organico y evaporacion a sequedad,
guedandonos con el principio activo requerido para cumplir con la funcién

Farmacoterapéutica. (120

Definicién Operacional:

Naturaleza: Cuantitativa
Forma de medicién: Directa

Escala: Razén
Instrumento de medicidon: Balanza analitica

Procedimiento: Se pesé el extracto seco (mg) luego se realizd su
disolucion en etanol QP (mL) y se tomo la cantidad necesaria con una

micropipeta.
Expresion final de la variable: mg/mL

B. Concentracion del Aceite esencial de hojas de Minthostachys

spicata (Q’eshua muia)

Definicion Conceptual: Cantidad de aceites esencial definida como
mezclas de varias sustancias quimicas biosintetizadas por la planta en

estudio; requeridos para cumplir con la funcién Farmacoterapéutica. (121

Definicién Operacional:

53



Naturaleza: Cuantitativa
Forma de medicién: Directa

Escala; Razén

Instrumento de medicion: Micropipeta

Procedimiento de mediciéon de la variable: Se midi6 el volumen del
“aceite esencial” en mL de hojas de Minthostachys Spicata (Q'eshua

mufa). Y se tomo la cantidad necesaria con una micropipeta.

Expresion final de la variable: Porcentaje (%)

3.3.1.2 VARIABLES DEPENDIENTES:
A. Actividad antimicrobiana
A.l. Actividad antibacteriana

Definicion Conceptual: Es la accion que tiene una sustancia para inhibir

el crecimiento o matar a las bacterias parcial o totalmente. (122

Definicién Operacional:

Naturaleza: Cuantitativa
Forma de medicién: Directa

Escala: Raz6én
Instrumento de medicion: Vernier

Procedimiento de la medicion de la variable: Se midi6é los “halos de
inhibicion” de las placas inoculadas, producido a distinta concentracion del

extracto y del aceite usando el vernier.
Expresion final de la variable: milimetros (mm)

A.2. Actividad antifungica
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Definicion Conceptual: Término referido a las sustancias capaces de
generar destruccion o inhibicién de hongos a nivel celular, evitando mayor

proliferaciéon y dafio en su hospedador. 114

Definicién Operacional:

Naturaleza: Cuantitativa
Forma de medicién: Directa

Escala: Raz6én
Instrumento de medicion: Vernier

Procedimiento de lamedicion de lavariable: Se pasé a medir los “halos
de inhibicion” de las placas inoculadas, producido a distinta concentraciéon

del extracto y del aceite usando el vernier
Expresion final de la variable: milimetros (mm)
. Actividad antioxidante

Definicion Conceptual: Compuestos enddgeno y exdgenos capaces de
evitar oxidacidbn molecular, con capacidad de inhibir y propagar la

formacion de “reacciones en cadena de los radicales libres”. (123

Definicion Operacional:

Naturaleza: Cuantitativa
Forma de medicién: Directa

Escala: Razon
Instrumento de medicion: Espectrofotometro UV visible

Procedimiento de la medicién de la variable: Se midi6 los niveles de
oxidacion en el espectrofotometro obteniendo las diferencias
absorbancias y logrando obtener el porcentaje de captacion de radicales

libres.
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Expresion final de la variable: Porcentaje (%)
3.3.2 VARIABLES NO IMPLICADAS:
3.3.2.1 VARIABLE INTERVENIENTE:

3.3.2.1.2 DE LA ESPECIE VEGETAL:

Tiempo de recoleccién

e Lugar de recolecciéon: Se realizd la colecta de las plantas
estudiadas en Yucay, provincia de Urubamba-Cusco.

e Temporada de recoleccion: Se recolectaron en los meses de
febrero y marzo.

e Horario de recoleccién: Se recolecté en horario matutino 7am.

e Partes delaplanta a estudiar: Se estudio las hojas de Taraxacum

officinale (Diente de lebn) y las hojas y tallos de Minthostachys

spicata (Q'eshua mufa).

e Estadio de crecimiento: plantas maduras con flores

Procedimiento de la medicién de la variable: Se recogio las hojas y los
tallos de Taraxacum officinale (Diente de le6n) y Minthostachys spicata

(Q’eshua mufa) en la mafana, se dejo secar durante 2 semanas.

Instrumento de medicion: Se utiliz6 una habitacion acondicionada a
temperatura ambiente y sin filtro de sol o humedad, para mantener un

adecuado proceso de secado.
Expresion final de la variable: Dias
3.3.2.1.3 DE LAS CEPAS ATCC:

e Medio de cultivo: Se utilizd6 los medios de cultivo Agar Mac
Conkey, Agar Cetrimide, Agar Sabouraud, Mueller Hilton y Caldo

Brain Heart Infusion (BHI).
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e Bacterias: Cepas ATCC de Escherichia coli, Pseudomona
aeruginosa, Candida albicans y  Trichopyton  rubrum
estandarizadas y certificadas.

e Tipo de bacterias

e Procedimiento de lamedicion de lavariable: Se activo las cepas
indicadas tal como indica en su manual de procedimiento de

activacion. (ANEXO 08) utilizando los agares mencionados.

Expresion final de la variable: Tiempo de incubacion
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TABLA N°8: Variables implicadas

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES IMPLICADAS

INDEPENDIENTES

NATURA-

DEFICINION PROCEDI-
VARIABLES | INDICADORES DEFINICION DE CONCEPTUAL DE LEZA DEL | FORMA DE | ESCALA DE MIENTO DE LA INSTRU- EXPRESI
VARIABLES INDICADORES INDICF;ADO MEDICION MEDICION MEDICION MENTO ON FINAL

Concen- Concentraci6 | Es la cantidad del | “Son extractos | Cuantitativ | Directa Razoén Se procedi6 a | Balanza mg/mL
tracion  del | n, calidad y | extracto etandlico al | liquidos a pesar el extracto | analitica
extracto cantidad de | 96% de las hojas y | concentrados, seco (mg) luego
etandlico al | principio tallos de Taraxacum | obtenidos de Ila se realizd su
96% de las | activo officinale (Diente de | extraccién de una disolucién en
hojas y tallos | extraido por el | ledn), obtenidos por la | planta o parte de etanol QP (mL) y
de proceso de | eliminacion de del | ella, utilizando se tomo la
Taraxacum extraccion solvente de extracciéon | como solvente cantidad
officinale etandlico al | para aumentar el | alcohol y agua. necesaria con
(Diente  de | 96%. contenido de sdlidos | Presentan una micropipeta.
Ledn) en el extracto y asi | sedimento, color y

obtener su principio | aroma,

activo; requeridos para | caracteristicos de

cumplir con la accion | la planta de la cual

farmacoldgica se obtiene”. (120)

adecuada. (120)
Concen- Volumen de | Cantidad de aceites | Técnica utilizada | Cuantitativ | Directa Razon Se  midi6 el | Micro %y
tracion  del | aceite esencial definida como | cominmente en | a volumen del | pipetas
aceite esencial mezclas de varias | procesos de “aceite  esencial | de 10ul- mg/mL
esencial de | comparado sustancias  quimicas | obtencion de en (mL) de hojas | 100ul
hojas de Min- | con la | biosintetizadas por la | aceite esencial de de Minthostachys
thostachys actividad planta en estudio; | plantas Spicata (Q’'eshua
spicata antibacteriana | requeridos para | aromaticas, para mufia)” obtenidos
(Qeshua frente a las | cumplir con la accién | poder usarlas con después de la
mufia) fines destilacion por
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cepas en | farmacolégica farmacologicos, arrastre de vapor.
estudio. adecuada. @21 industriales 0 Y se tomd la
alimenticios. (124) cantidad
necesaria con
una micropipeta.
DEPENDIENTES
DEFICINION NATURA- PROCEDI-
VARIABLES | INDICADORES DEFINICION DE CONCEPTUAL DE LEZADEL | FORMA DE | ESCALA DE MIENTO DE LA INSTRU- EXPRESI
VARIABLES INDICADORES INDI%ADO MEDICION MEDICION MEDICION MENTO ON FINAL
Actividad Actividad “El término se refiere a | “Es la capacidad | Cuantitativ | directa razén Se midi6 los | vernier mm
anti- antibacteriana | una sustancia cuyas | inherente de una | a “halos de
microbiana propiedades son | sustancia de inhibicion del
capaces de eliminar | origen sintético o crecimiento
agentes bacterianos o | natural que tiene bacteriano
la |_nh|b|C|on de su papapldad de producido por las
crecimiento o | inhibir el diferentes
proliferacién sin incurrir | crecimiento o] concentraciones
en el dafio del objeto, | matar a las del del
ambiente u organismo | bacterias”. (122) el extracto y de
que las porta”. 115) aceite esengaj
Actividad “El concepto de usando el vernier
antifingica agente antifingico
0 antimicético
engloba cualquier
sustancia capaz de
producir una
alteracion tal de las
estructuras de una
célula fungica que
consiga inhibir su
desarrollo, directa
o indirectamente”.
(114)
Actividad Absorbancias | Molécula capaz de | Medida que refleja | Cuantitativ | Indirecta Razén Se midi6 los | Espectrof | %
antioxidante | obtenidas retardar o prevenir la | como se atenta la | a niveles de | otébmetro
oxidacion de otras | radiacion cuando oxidacion en el | UV
moléculas. (123) espectrofot()metr visible
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atraviesa

elemento. (125

un 0 obteniendo las
diferencias
absorbancias vy
logrando obtener
el porcentaje de
captacion de
radicales libres.

FUENTE: Elaboracién Propia, 2020

TABLA N°9: Variables no implicadas

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES NO IMPLICATIVAS

INTERVINIENTES

DE LAS MUESTRAS VEGETALES

Tiempo de recoleccion

Lugar de recoleccién

Altitud del lugar

Temperatura del secado

Lugar del secado (Ventilacion, luz, temperatura, grado de humedad)
Parte de la planta a estudiar

Estadio de crecimiento

DE LAS CEPAS ATCC

Medio de cultivo

Tipo de bacterias

Estado de crecimiento

Procedimiento de la variable para la activacién

FUENTE: Elaboracién Propia, 2020
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3.4 CRITERIOS DE SELECCION

3.4.1 DE LA PLANTA EN ESTUDIO
3.4.1.1 CRITERIO DE INCLUSION

e Se recolecto las plantas en Yucay, provincia de Urubamba - Cusco.

o Partes aéreas (hojas, tallo) de la especie Taraxacum officinale (Diente
de ledn) y de Minthostachys spicata (Q'eshua mufia)

e Todas las hojas y tallos que no han sido atacados por insectos, ni

tengan plaguicidas.
3.4.1.2 CRITERIO DE EXCLUSION

e Flores y raiz de la especie Taraxacum officinale (Diente de leén) y de
Minthostachys spicata (Q’'eshua mufa).

e Todas las flores, tallos y raices que han sido atacados por insectos o
contengan plaguicidas.

e Muestra que presentan deterioro.

e Plantas que se encuentren fuera de la zona de recoleccion.
3.4.2 DE LAS CEPAS BACTERIANAS
3.4.2.1 CRITERIO DE INCLUSION

e Se incluy6 cepas ATCC de Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa,
Candida albicans y Trichopyton rubrum.

3.4.2.2 CRITERIO DE EXCLUSION

e Cepas que no estén en buenas condiciones (contaminacion).

61



3.5 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS.

e Observacion
e Formato de recoleccion de las especies en estudio. (ANEXO 09)

e Ficha de recoleccion de datos para ambas actividades. (ANEXO 10)

3.6 TECNICAS PARA PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LA
INFORMACION

Para organizar de manera adecuada los datos obtenidos en primer lugar se
ordend los datos en una matriz de sistematizacion de datos en Excel luego fueron

procesados con el software SPSS 25.0 para lo cual se considero lo siguiente:
- Distribucién de frecuencia absoluta y porcentual.
- Medida de tendencia central y dispersion.
- Analisis de varianza y test de Duncan.

- Nivel de confiabilidad utilizado sera del 95 %.
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3.7 PROCEDIMIENTO DE LA INVESTIGACION
3.7.1. PROCEDIMIENTO GENERAL DE LA INVESTIGACION

FLUJOGRAMA N°1: Procedimiento general

Recoleccién de las
muestras vegetales Determinacion

1 de humedad

Seleccion y secado de
las hojas y tallos de las Identificacion
muestras de las especies

4/\»

Extraccion etandlica al 96% Extraccion de aceite esencial
de Diente de Ledn para de Mufa para actividad
actividad antioxidante, antioxidante, antibacteriana vy

antibacteriana y antiflingica antifngica

Cromatografia de gases

Determinacion de
% de rendimiento

Pruebas de solubilidad

Anadlisis fisicoquimicos

Andlisis microbioldgicos

Analisis fitoquimico Anf"_Sis
e:
Actividad Actividad antibacteriana
antioxidante y antifingica in vitro

Método por decoloracion - -
del DPPH Activacion de Determinacién de
las cepas ATCC la sensibilidad
microbiana
<>
Andlisis de
resultados y
conclusién

FUENTE: Elaboracion propia, 2020
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3.8 MUESTREO Y PREPARACION DE LA MUESTRA

3.8.1 ELECCION DE LA MUESTRA VEGETAL

A.

INFORMACION: Se obtuvo toda la informacion necesaria del
Taraxacum officinale (Diente de leén) y de Minthostachys spicata
(Qeshua muna) en paginas de investigacion sobre las plantas
medicinales y se realiz6 la identificacion taxonémica en el “Herbario
Vargas (CUZ) de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del
Cusco” de acuerdo a la clasificacién al sistema moderno de clasificacion
de Judd.

. RECOLECCION DE LA MUESTRA: Se hizo una recoleccion de la planta

de Taraxacum officinale (Diente de leb6n) y de Minthostachys spicata
(Qeshua mufia) en el distrito de Yucay, provincia de Urubamba,
Departamento de Cusco, a 2885-2890 msnm. Estas se preservaron en
bolsas de polietileno transparente.

SELECCION: Se selecciond los tallos y hojas para Taraxacum officinale
(Diente de ledn) y solo hojas de Minthostachys spicata (Q’eshua muia),

y se escogio las partes que no estaban dafiadas.

. LAVADO: Antes de hacer el respectivo secado se lavo cada parte de la

planta con el fin de evitar residuos que alteren la calidad de muestra y
perjudiquen los resultados obtenidos.

SECADQO: Se realiz6 en mesas cubiertas con papel de azucar, en una
habitacion sin acceso a la luz, con bastante ventilacién y de acuerdo a la
humedad se fueron volteando y cambiando de papel.

MOLIENDA: Se utiliz6 un molino, desinfectado con alcohol.

G. TAMIZADO: Seguidamente se tamizaron ambas especies por separado

para sacar las partes sin moler, para ello se usé malla nro.40

. CONSERVACION: Se guardé ambas especies en envases de color

ambar, rotulados con el nombre, fecha y nimero de grupo. 29
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3.8.2 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD

Se realiz6 en “placas Petri’, muestras por triplicado, en la estufa del “laboratorio
de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional
de San Antonio Abad del Cusco”, a una temperatura de 40°C, la determinacién

de la humedad se calculé con la siguiente formula:

%H= Pi1-P2
P1
Dénde:

e %H = Porcentaje de humedad
e P1 = Peso de muestra fresca

e P2 =Peso de muestra seca (@2

3.8.3 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

El material seco y molido obtenido de las 02 plantas se sometié a un proceso
de extraccion de los metabolitos secundarios, para ello se realizo los siguientes

pasos:

3.8.3.1 OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO 96% DE Taraxacum
officinale (DIENTE DE LEON)

Para el proceso de extraccion etandlica al 96% se us6 730 gr. de las hojas y
tallos de la planta molida (muestra seca), los cuales fueron macerados con 4
litros de etanol al 96% en frascos de vidrio color &mbar debidamente etiquetados,
se agité diariamente por un periodo de 30 dias a temperatura ambiente. Esta
solucion fue filtrada y luego evaporada a sequedad en el rotavapor a 40°C y en
bafio maria a 45 °C, obteniéndose el extracto seco etanolico. Este extracto se
utilizé para las pruebas de solubilidad, analisis fitoquimico cualitativo,
determinacion de la actividad antioxidante, determinacion de la actividad

antibacteriana y antifingica. 27)
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FLUJOGRAMA N°2: Obtencidn de extracto

Obtencion del extracto etandlico
al 96% de Taraxacum officinale
(Diente de ledn)

2

Recoleccion, identificacién y seleccion de
las hojas y tallos de la muestra vegetal

@

Secado a temperatura ambiente y en sombra por
30 dias y luego en estufa a 37°C/24 Hrs.

.

Pulverizacion de la muestra seca y pesado

(J

Maceracion por 30 dias con alcohol
al 96% en frascos color ambar.

.

Filtrar

.

Concentracion en rotavapor a 40°C
y bafio maria a 45°C

@

Pesar el extracto y conservar
en frascos color ambar.

Determinar
Solubilidad Porcentaje de Anélisis
humedad fitoquimico
cualitativo

Porcentaje de
rendimiento

Control
microbioldgico

/\

microbiolégico

Control

2

Analisis de la actividad
antibacteriana y antifingica

Analisis de la
actividad
antioxidante

FUENTE: Elaboracion propia, 2020. Referencia Espadero, 2018 (127)
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3.8.3.2 OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL DE Minthostachys spicata
(Q’ESHUA MUNA)

Obtencidon del aceite esencial
de Minthostachys spicata
(Q’eshua muia)

25

Recoleccion, identificacion y seleccién
de las hojas de la muestra vegetal en
buen estado, de las cuales se us6
4.182 kg y se colocé en el balon

S

Armado del equipo para destilacion
por arrastre de vapor

FLUJOGRAMA N°3: Obtencién del aceite esencial

ﬂ.

Residuos
acuosos de la
hidrodestilacion

Obtencién del
aceite esencial

2o

Pesar el aceite y conservar
en frascos color ambar.

S

Determinar

S

Desechar

.

Solubilidad

Analisis

fisicoquimico

Porcentaje
de

Porcentaje de
rendimieno

Cromatografia
de gases

humedad

/\

Control
microbiolégico

2o

Andlisis de la actividad
antibacteriana y antifungica

Analisis de la
actividad
antioxidante

FUENTE: Elaboracién propia, 2020. Referencia Moina, 2015 “?)
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3.8.4 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

Se calculo con la siguiente expresion:

P.F
Dénde: [ %E.E.S=ﬁx100 ]

e % E.E.S: Porcentaje de extraccion del extracto seco.
e P.F: Peso final del extracto seco.

e P.I: Peso inicial de la muestra seca molida “9

3.8.5 PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Para realizar las pruebas de solubilidad para todos los extractos se tom6 unos
cuantos miligramos del extracto seco etandlico al 96% de Taraxacum officinale
(Diente de ledn), se depositaron en “tubos de ensayo” agregando 1 mL de
solventes de diferentes polaridades: agua, metanol, etanol 40%, etanol 70%,

etanol absoluto, acetona, acetato de etilo, cloroformo, y hexano. 0

3.8.6 ANALISIS FITOQUIMICO COLORIMETRICO

El analisis Fitoquimico del extracto etandlico al 96% de Taraxacum officinale
(Diente de ledn) se realizo de la siguiente manera: (ANEXO 11)

FLUJOGRAMA N°4: Analisis fitoquimico colorimétrico

EXTRACTO OBTENIDO

v v 7 ¥ v
2mL 2mL 2mL
Enzs,;n IEJ Ensayo de EnsimoLde Ensayo Ensayo
Bali yt Lieberman- CI)[/: Borntrager Shinoda
| ?Je Buchard F 3 | € (Ouinonas) (Flavonoides)
(lactonas) (triterpenos- (ter?'?\ esy
esteroides) aninos) A4
v 6mL en 3
2mL porciones
2mL Ensayo Ensayo de
Ensayo espuma Mayer,
Fehling (saponinas) Draguendroff
y Wagner
(alcaloides)

FUENTE: Elaboracion Propia, 2020. Referencia: Lalon (2012) 128
3.8.7 CROMATOGRAFIA DE GASES

Se realiz6 este estudio con el fin de poder obtener de manera especifica los

diferentes compuestos quimicos presentes en Minthostachys spicata (Q'eshua
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mufa) y con ello poder dar a conocer los metabolitos mayoritarios capaces de

generar actividad antioxidante y antimicrobiana. “2

3.8.8 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS
DIFERENTES EXTRACTOS OBTENIDOS

La determinacion de la actividad antioxidante del extracto etandlico al 96% de
Taraxacum officinale (Diente de ledn) y del aceite esencial de Minthostachys
spicata (Q’eshua mufa), se realiz6 por el método de viracion de color del “radical
1,12-difenil,2-picrilhidrazilo” DPPH, introducido por Brand-Wiliams.

3.8.8.1 METODOLOGIA DEL RADICAL “1-1-DIFENIL-2-PICRILHIDRAZILO”

3.8.8.1.1 PREPARACION DE SOLUCION PATRON

e Se diluyé 3.9mg de DPPH Sigma Aldrich, en 100mL de etanol absoluto,
dejando reaccionar a T° ambiente por 24 hrs. Sin acceso a la luz. Pasado
el tiempo se midi6 la absorbancia del DPPH e hicimos 03 disoluciones, de
esa manera se logré6 mantener el DPPH en el rango permitido de 0.8 — 1
de absorbancia, a 517 nm. Una vez obtenido la disolucion adecuada de
DPPH se procedié a mezclar con las diferentes preparaciones de las
muestras. (ANEXO 12)

e Se prepard una solucion stock de 20 mg de acido ascérbico/10 mL de
etanol absoluto, a partir de ello se prepar6 disoluciones de
concentraciones de 2 mg/mL, 1 mg/mL y 0.5 mg/mL para realizar la curva

referencial de comparacion. “% (ANEXO 13)

3.8.8.1.2 PREPARACION DE LA CURVA REFERENCIAL

A 1.5 mL de DPPH se le agregd 0.5 mL de &cido ascorbico a diferentes
concentraciones; se medio las absorbancias pasando 30"'min a 517 nanémetros,
y se calcul6 el porcentaje de captacion representada a simple vista por la viracién
de color de violeta a amarillo y cuantitativamente se puede verificar con la
siguiente formula: (ANEXO 14)

% de captacion DPPH = A inicial — A final x 100

A inicial
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3.8.8.1.3 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO
ETANOLICO AL 96% DE Taraxacum officinale (DIENTE DE LEON)

En una “celda” de plastico se anadi6 1.5 mL de “DPPH”, medimos la
“absorbancia” a 517 nm, con la finalidad de mantener el rango permitido de 0.8
— 1, luego se adicioné 0.5 mL de cada disolucion preparada y se guardd en la
oscuridad por 30 minutos, terminado el tiempo se volvio a medir las absorbancias

para cada concentracion considerando las mismas medidas para el equipo. “0

Para realizar la evaluacion de la actividad antioxidante del extracto etandlico al

96% de Taraxacum officinale (Diente de ledn) se determind:

e Se prepar6 la solucién madre inicial de 40 mg/10 mL de etanol absoluto.
De dicha solucion se prepar6 diluciones de “4 mg/mL, 2mg/mL, 1mg/mL,
0.5 mg/mL, 0.25 mg/mL y 0.125 mg/mL”. (ANEXO 15)

e Se midio la absorbancia del “DPPH” con el fin de obtener nuevamente el
rango correcto de 0.8-1, una vez obtenido el “DPPH” correcto se mezclo
con el extracto a diferentes concentraciones en una proporcion
1.5mL:0.5mL respectivamente. (ANEXO 16)

e Finalmente se leyeron las absorbancias y se hicieron los calculos

correspondientes, (40:129)

3.8.8.1.4 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL ACEITE
ESENCIAL DE Minthostachys spicata (Q’ESHUA MUNA)

Para realizar la evaluacion de la actividad antioxidante del Aceite esencial de
Minthostachys spicata (Q’eshua muna), se mantuvo el mismo procedimiento que
el extracto, considerando que la solucion madre a preparar fue de 320 mg/10mL
de etanol absoluto y las disoluciones fueron de 32mg/mL, 16mg/mL, 4mg/mL,
2mg/mL, 1mg/mL y 0.5mg/mL. 40130 (ANEXO 17 Y 18)
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FLUJOGRAMA N°5: Actividad antioxidante procedimiento

Actividad antioxidante del extracto etandlico al 96% de
Taraxacum officinale (Diente de ledn) y del aceite esencial
de Minthostachys spicata (Q’eshua muna)

-
Se ajusta el equipo espectrofotometro a una longitud de onda de 517nm
-
En una celda de volumen reducido adicionar 1.5 mL de DPPH
-
Adicionar 0.5 mL de extracto/aceite a la celda con DPPH
O

homogenizar
e

Medir la absorbancia de la solucion en el espectrofotémetro por cada 30
segundos durante 10 minutos

e
Resultados y analisis

FUENTE: Elaboracién propia, 2020. Referencia Bhorquez, 2016 (130

3.8.9 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA MEDIANTE
METODO DE DIFUSION DISCOS EN PLACA

3.8.1.1 PROCESAMIENTO BACTERIOLOGICO
A. CEPAS ATCC: REACTIVACION DE BATERIAS Y HONGOS

Las cepas ATCC se obtuvieron en Microbiologics — Genlab del Peru y para su
reactivacion se usaron Agares especificos, entre estos Agar MacConkey para
cepa ATCC E. coli, Agar Cetrimide para P. aeruginosa y para las cepas ATCC
de Candia albicans y T. rubrum Agar Sabouraud; con las cuales se procedi6
activar tal y como indican las instrucciones de Microbiologics Inc. Finalmente se

incubaron de acuerdo a las indicaciones y protocolos de cada cepa.

Donde:

e Cepas ATCC 25922 de Escherichia coli: Se incubd en un rango de 35 -
37 °C por 24 horas. (ANEXO 19)
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e Cepas ATCC 27853 de Pseudomona aeruginosa: Se incubd en un rango
de 35 - 37 °C por 18 - 48 horas. (ANEXO 20)

e Cepas ATCC 90028 de Candida albicans: Se incub6 en un rango de 20 -
25 °C por 7 dias. (ANEXO 21)

e Cepas ATCC 28188 de Trichopyton rubrum: Se incubd en un rango de 20
- 25 °C por 7 - 14 dias. (ANEXO 22)

Luego de haber obtenido las cepas activas se toma un raspado para su

conservacion con caldo BHI. (131.132)
B. CONSERVACION DE LAS BACTERIAS Y HONGOS

Las bacterias y hongos aisladas fueron conservadas en tubos con 6 ml de caldo
BHI debidamente rotulados y codificados e incubados a 37°C por un tiempo de
6 Hrs para bacterias y a 25°C por 6 Hrs para hongos, para posteriormente ser
conservados a 4°c en refrigerador y replicados a un medio nuevo cada 15 dias
para la conservacion de la cepa. 131132 (ANEXO 22)

C. PREPARACION DEL INOCULO:

Se selecciond 3 a 4 colonias de las placas Petri activadas ya sea de bacterias o
de los hongos y se diluy6 en caldo BHI, para ello se realiz6 el ajuste de la turbidez
del in6culo antimicrobiano y se hizo coincidir con la escala MacFarland
“equivalente a 1,5x10% UFC/mL”, observando los tubos contra un “fondo blanco
con lineas negras como contraste”. 33 Para la obtenciéon de la suspension de
Céandida albicans y Trichophytom rubrum también se utilizé el mismo medio, ya

gue crecen bien en medios de cultivo con BHI.
D. INOCULACION DE LAS PLACAS

Con un hisopo seco y estéril se sembrd el in6culo microbiano en toda la
superficie de las placas Petri siguiendo cuatro direcciones diferentes para
conseguir una buena inoculacion microbiana y se dejé reposar durante 15
minutos. @33 Luego se colocaron diferentes cantidades de los extractos de la

siguiente manera:

72



e Extracto etandlico al 96% de Taraxacum officinale (Diente de ledn): “400
mg/mL, 367 mg/mL, 333 mg/mL, 300 mg/mL, 267 mg/mL, 233 mg/mL,
200 mg/mL, 133 mg/mL, 67 mg/mL, 33 mg/mL, 16,67 mg/mL”. (ANEXO
24).

e Aceite esencial de Minthostachys spicata (Q'eshua mufia): 100%, 90%,
80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5%.

e Control positivo (Ciprofloxacino 4 mg para E. coli y P. aeruginosa,
fluconazol 25 pg para Candidad albicans y Terbinafina 30 ug para T.
Rubrum) en cada disco. Finalmente se incub6 en cada placa, por el tiempo

especificado para cada cepa. (ANEXO 25)

E. APLICACION DE DISCO:

Se puso cada disco de manera individual sobre el agar de las distintas placas
con la ayuda de una pinza estéril, se distribuy6 todos los discos a una distancia

minima de 25 mm uno del otro. 133

F. INCUBACION:

Se incubd las placas en la incubadora de manera invertida una vez pasado los
15 minutos de aplicacion de los discos a la temperatura especifica para cada
cepa, indicada en cada protocolo. Una vez pasado el tiempo prudente para cada
especie, con un Vernier se procedié a medir los halos correspondientes. (133)

G. LECTURA DE LAS PLACAS Y ANALISIS DE RESULTADOS

La sensibilidad microbiana se evalu6 pasadas las 24 horas para las bacterias y

de 24 a 48 horas para los hongos, se medi6 el halo de inhibicion con un vernier.
(40)
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FLUJOGRAMA N°6: Actividad antimicrobiana procedimiento

Actividad antibacteriana y antifungica del extracto etanélico al 96%
de Taraxacum officinale (Diente de ledn) y del aceite esencial de
Minthostachys spicata (Q’eshua muia) frente a Escherichia coli,

Pseudomona aeruginosa, Candida albicans y Trichopyton rubrum

=
Activacion de las cepas ATCC y conservacion en BHI
~

Preparacion del indculo e inoculacién en las placas
~ b
Determinacion de la sensibilidad microbiana,
mediante la aplicacion de los discos
=
Incubacioén
s

Medicion de los halos de inhibicidn

~

Reporte de resultados

Fuente: Elaboracién propia, 2020. Referencia Tello, 2011 (132
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CAPITULO IV

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 PORCENTAJE DE HUMEDAD DE Taraxacum officinale (DIENTE DE
LEON) Y DE Minthostachys spicata (Q’ESHUA MUNA)

Los resultados del porcentaje de humedad de las plantas en estudio Taraxacum
officinale (Diente de ledn) y Minthostachys spicata (Q’eshua mufa). Se muestran

en la siguiente tabla:

TABLA N°10: Resultado del porcentaje de humedad de Taraxacum
officinale (Diente de ledn) y Minthostachys spicata (Q’eshua muiia)

Peso de Peso % de Promedio
ESPECIE muestra | demuestra de % de
humedad
fresca seca humedad
Taraxacum 10.129g| 1.611g 84.10%
- 5
g{écr:?sle e 10.170g| 1.720g 83.09% 83.76%
Leon) 10.020g| 1.594¢ 84.09%
Minthostachys | 5.036 g 1194 g 76.29%
(Sé{lé:zsirt]ia 49919 1.225¢9 75.46% 75 39%
Mufia) 5.111g¢g 1.307 g 74.43%

FUENTE: Elaboracion Propia, 2020
RESULTADOS E INTERPRETACION

En la tabla N°10 se puede apreciar los valores del promedio de porcentaje de
humedad obtenidos en las muestras vegetales en estudio, dando para
Taraxacum officinale (Diente de ledn) un promedio de 83.76 % y Minthostachys
spicata (Q’eshua mufa) 75.39 %, porcentajes relativamente elevados, lo que
condicionaria un mayor cuidado de las plantas, pues podrian contaminarse por

microorganismos si no se conservan adecuadamente.
ANALISIS Y DISCUSION

Segln Cabrera Suérez, 2012 (34 este tipo de estudio es de suma importancia

pues una alta cantidad de agua podria generar crecimiento de bacterias, hongos,
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insectos, generando en la especie a un deterioro total con pérdida de sus

principios activos.

Tomando en cuenta la referencia inicial, se tom6 una alta precaucién en el
proceso de secado en ambas plantas recolectadas, evitando asi la

descomposicion y alteracion de los metabolitos presentes en las plantas.

4.2 PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DEL EXTRACTO ETANOLICO AL 96%
DE Taraxacum officinale (DIENTE DE LEON) Y DEL ACEITE ESENCIAL DE
Minthostachys spicata (Q’ESHUA MUNA)

Los resultados del porcentaje de rendimiento del extracto etandlico al 96% de
taraxacum officinale (diente de ledn) y del aceite esencial de minthostachys

spicata (g’eshua mufa), se muestran en la siguiente tabla:

TABLA N°11: Resultado del porcentaje de rendimiento de Extracto
etandlico al 96° de Taraxacum Officinale (Diente de Ledn) y del Aceite
esencial de Minthostachys Spicata (Q’eshua Muna)

CANTIDAD CANTIDAD DE
CepECIE DE EXTRACTO SECO | ~ORENTAJE
MATERIA Y/O ACEITE RENDIMIENTO
PRIMA ESENCIAL
Taraxacum Officinale 730 gr. 55.92 gr. 7.66%
(Diente De Ledn)
Minthostachys Spicata | 4.182 kg. 10.5 mL 0.25%
(Q'eshua Muha)

FUENTE: Elaboracion Propia, 2020
RESULTADOS E INTERPRETACION

En la tabla N°11 se muestran que el porcentaje de rendimiento obtenido por
maceracion con etanol al 96% de Taraxacum Officinale (Diente de Ledn) fué de
7.66 %, valor relativamente bajo para la cantidad de materia prima que se llegé
a utilizar. No obstante, la cantidad obtenida fue suficiente para continuar con toda
la investigacion planteada. Del mismo modo, para el caso de la especie de
Minthostachys Spicata (Q'eshua Muna) el valor obtenido fué de 0.25 % dato
relativamente bajo, pero concordante a lo encontrado en la investigacion de
Moina Gallegos, 2015, “? cuyo porcentaje de rendimiento fue de 0.235%. Se

debe considerar también que las variaciones de porcentaje de rendimiento con
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otras investigaciones pueden darse por: “factores climaticos, altitud de cultivo,

tipo de suelo, época de recoleccion y método de extraccion”.
ANALISIS Y DISCUSION

Segun Castro Sumaria, 2011. 3% Estos datos nos permiten “determinar la
cantidad de muestra vegetal que necesitamos para la realizacion de los
diferentes ensayos del trabajo de investigacion, ademas nos da informacion que

nos permite saber si la planta es una buena materia prima o no”.

Por lo que, se necesita tomar en cuenta la valoracion de este procedimiento,
pues con ello logramos obtener la cantidad y la calidad necesaria de materia
prima para realizar toda la investigacion sin problema alguno. En esta
investigacion se logré usar el 100% de extracto y aceite obtenido, alcanzando
con éxito para todos los procedimientos requeridos, aunque consideramos que
el extracto no es buena materia prima, ya que se requiere demasiada planta para
realizar los estudios correspondientes, al menos de la zona recolectada, por lo

gue se tendria que evaluar la recoleccidn en zonas distintas a la estudiada.

4.3 ENSAYOS PRELIMINARES

4.3.1 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS EXTRACTO ETANOLICO AL
96% DE Taraxacum officinale (DIENTE DE LEON) Y DEL ACEITE ESENCIAL
DE Minthostachys spicata (Q’ESHUA MUNA)

A continuacion, se describen los datos obtenidos:

TABLA N°22: Resultado de las caracteristicas organolépticas de Extracto
etandlico al 96° de Taraxacum Officinale (Diente de Ledn) y del Aceite
esencial de Minthostachys Spicata (Q’eshua Muia)

Caracteristicas | Extracto Etandlico Al 96° Aceite Esencial De
De Taraxacum Officinale | Minthostachys Spicata
(Diente De Ledn) (Q’eshua Muia)
Aspecto Oleoso Oleoso
Color Verde amarillo Ligeramente amarillo
Olor Caracteristico Caracteristico (mentol)
Sabor Altamente amargo Amargo y picante

FUENTE: Elaboraciéon Propia, 2020
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RESULTADOS E INTERPRETACION

Segun Kuklinski, 2014. 138 un ensayo organoléptico consiste en comprobar las
caracteristicas apreciables con los sentidos, es decir, color, gusto, olor y textura,
con la finalidad de mantener un buen control de calidad de las especies a
estudiar, entonces, considerando este concepto, de acuerdo a los datos
observados en la tabla N°12 el extracto de Taraxacum Officinale (Diente de
Leodn), posee un aspecto oleoso, color verde amarillo, olor caracteristico y con
un sabor altamente amargo, resultados que muestran que el extracto se
encuentra en condiciones Optimas para su uso, del mismo modo el aceite
esencial de las hojas y tallos de Minthostachys Spicata (Q’eshua muna) present6
un aspecto oleoso, color ligeramente amarillo, olor caracteristico a mentol y

sabor amargo/picante.
ANALISIS Y DISCUSION

De acuerdo a la investigacion mostrada por Chacha, 2018 (*37) |os resultados del
extracto hidroetandlico de hojas de Diente de ledn (Taraxacum officinale),
presentan caracteristicas organolépticas con un aspecto liquido, de olor
herbaceo caracteristico, amargo y de color café oscuro. Ahora en el caso del
estudio mostrado por Moina, 2015 “2 el aceite esencial de Minthostachys
Spicata (Q'eshua muna) tiene: “aspecto translucido, color claro, olor
caracteristico al propio aceite esencial, un sabor amargo y medianamente
picante”. Datos que no coinciden al 100% con nuestros resultados, esto puede
deberse a diversos factores tales como menciona Kuklinski, 2014 136 en su
estudio de drogas y sustancias naturales, enfocando basicamente al tiempo de
recoleccion, la parte recolectada de la planta, la hora de recoleccion, edad de la
especie vegetal, técnicas de recoleccion y las probables diferencias de altura
sobre el mar; quienes podrian generar variaciones significativas en los
resultados al momento de obtener un extracto determinado o un aceite esencial

COMO se muestra en este caso.
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4.3.2 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL ACEITE ESENCIAL DE
Minthostachys spicata (Q’ESHUA MUNA)

En la observacion de propiedades fisicoquimicas presentes en el aceite esencial
de Minthostachys Spicata (Qeshua Mufa), se muestran los siguientes

resultados:

TABLA N°33: RESULTADO DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS del
Aceite esencial de Minthostachys Spicata (Q’eshua Muia)

PROPIEDADES RESULTADO
Densidad 0.9010 mg/mL
indice de refraccion 1.4623
Rotacion éptica 0.332°
indice de acidez 0.9223 mgKOH/g
indice de saponificacion 15.62 mgKOH/g

FUENTE: Elaboracién Propia, 2020

RESULTADOS E INTERPRETACION

Las caracteristicas principales de un aceite esencial se dan por su propiedad
fisica, tal como “densidad”, “viscosidad”, “indice de refraccion” y “actividad
optica”, estas constantes fisicas se caracterizan por la composicién quimica y
por parametrajes de “calidad aromatica” que ayudan en la industria a tomar
decisiones sobre su uso. 138 Seglin Castro Mattos, 2012, 39 “densidad mayor
a 1,00 indica presencia de terpenos aromaticos, nitrogenados y azufrados y
valores menores, presencia de hidrocarburos aromaticos”, teniendo en cuenta lo
descrito en la tabla N°13 se muestra que la densidad obtenida del Aceite esencial
de Minthostachys Spicata (Q'eshua Muna) fué de 0.9010 mg/mL, valor que
podria indicarnos la presencia de hidrocarburos aromaticos al igual que el
estudio de Moina Gallegos, 2015, “2 quien obtuvo una densidad de 0.936g/mL
para el aceite esencial de la misma especie.

Respecto al “indice de refraccion”, podemos observar gran similitud frente a lo
propuesto en otras investigaciones, como los siguiente: Fuertes y Munguia,
2012 (49) reporta “1,4725 - 1,4746”, Morales, 2008 (41 “1,469”, finalmente
Beltran, 2010 42 un valor de “1,4983". Dando como principal punto que: “A >

indice de refraccion el aceite contendra > terpenos bencénicos y mientras sea <
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el aceite poseera > compuestos monoterpénicos” (Beltran, 2010). 142 De
acuerdo a los resultados el aceite esencial de Minthostachys Spicata (Q’eshua
Mufia) posee ligeramente mas compuestos terpénicos ya que el resultado
obtenido fue de 1.4623. El andlisis de indice de acidez es un referente para
determinar el grado de enranciamiento del aceite (deterioro del aceite en
contacto con el aire, humedad, temperatura y tiempo) @3 por lo que el valor
obtenido de 0.9223 indica que el aceite esencial de Minthostachys Spicata
(Q'eshua Mufa) es “apta para consumo humano, ya que no supera el limite de
acidez de 4.0 mg de KOH/g en acido linoleico segun el codex 19-1981 —
enmienda del 2009”. 149 Ademas se obtuvo una rotacion optica de 0.332 y un

indice de saponificacion de 15.62.

4.3.3 DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD DE EXTRACTO ETANOLICO
AL 96° DE Taraxacum officinale (DIENTE DE LEON) Y DEL ACEITE
ESENCIAL DE Minthostachys spicata (Q’ESHUA MUNA)

En la determinacion de solubilidad del Extracto etandlico al 96° de Taraxacum
Officinale (Diente de Ledn) y del Aceite esencial de Minthostachys Spicata

(Qeshua Muna), se encontro lo siguiente:

TABLA N°14: RESULTADO DE SOLUBILIDAD del Extracto etanélico al 96°
de Taraxacum Officinale (Diente De Ledn) y del Aceite Esencial de
Minthostachys Spicata (Q’eshua Muna)

Aceite Esencial De Extracto Eotanélico
Minthostachys Al 96° De
Salvente Spicata (Q’eshua _Ta_lraxacu_m
Mufia) Officinale (Diente
De Leb6n)
Agua destilada - +
Metanol + +
Etanol 40% - +
Etanol 70 % - ++
Etanol absoluto +++ +++
Acetona +++ +++
Acetato de etilo +++ +++
Cloroformo ++ ++
Hexano ++ ++

FUENTE: Elaboracién propia, 2020
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DONDE:

Muy soluble: +++
Soluble: ++
Poco soluble: +
Insoluble: -

RESULTADOS E INTERPRETACION

En base a la tabla N°14 sobre la solubilidad del Extracto etanolico al 96° de
Taraxacum Officinale (Diente de Le6n) y del Aceite esencial de Minthostachys
Spicata (Q'eshua Mufa) se puede observar que ambas plantas en estudio
presentan mayor solubilidad en etanol absoluto, acetona y acetato de etilo,
disolventes organicos altamente polares. Lo que nos permitié evaluar ambas
actividades sin que haya interferencia alguna o genere falsos positivos al
momento de obtener los resultados, ya que asi se logré tener una disolucién total

al momento de hacer las diferentes concentraciones.
ANALISIS Y DISCUSION

De acuerdo a Torrenegra, 2016 4% en su estudio sobre la “Composicion
Quimica y Actividad Antibacteriana del Aceite Esencial de Minthostachys mollis”,
afirma que: “La presencia de compuestos oxigenados aumenta la afinidad por el
solvente por tal razén, ademas de proveer las notas aromaticas agradables a los
aceites esenciales, aumentan su solubilidad en etanol haciéndolos mas aptos
para su aplicacion en la industria”. En el caso de la investigacidon mostrada por
Castafieday Miranda, 2018 (146) se demostré que la raiz de Taraxacum officinale
Wigg “diente leon” es soluble en solventes polares como: Etanol, n - butanol,
metanol, acetato de etilo, acetona y agua destilada. Datos que nos permitieron
asegurar la calidad de nuestro extracto para la preparacion de nuestras

diluciones.

4.4 CONTROL MICROBIOLOGICO DEL EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE
Taraxacum officinale (DIENTE DE LEC)N) Y DEL ACEITE ESENCIAL DE
Minthostachys spicata (Q’ESHUA MUNA)

El extracto etandlico al 96° de Taraxacum Officinale (Diente de Ledn) y el Aceite

esencial de Minthostachys Spicata (Q'eshua Mufa), pasaron por “pruebas
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microbioldgicas” con el fin de determinar la calidad estipulada por la DIGESA.

(ver Anexo 26).

TABLA N°15: RESULTADO DE CONTROL MICROBIOLOGICO del Extracto
etandlico al 96° de Taraxacum Officinale (Diente de Ledn) y del Aceite
esencial de Minthostachys Spicata (Q’eshua Muiia)

RESULTADOS | 168101 66ICO
CRITERIOS | EN LA E(I)_IEUCION S PERMISIBLES OBSERVACIONES
(LMP)
Criterio Ausencia de Salmonella spp: La muestra cumple
imperativo Salmonella spp. AUSENCIA lo LMP
ﬁg}g;gjos Numero de Escherichia Coli: La muestra cumple
- coliformes fecales | AUSENCIA lo LMP
de higiene
Recuento de
microorganismos La muestra cumple
Criterio de | £\€ropios 10%-10" UFC lo LMP P
alerta o Mesofilos viables:
P <102 UFC
limites
. Recuento de
criticos
hongos y 102 — 103 UEC La muestra cumple
levaduras <1072 lo LMP
UFC

FUENTE: Resultado de control microbiologico. (ANEXO 26)

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS:

En la tabla N°15 se muestran los datos del analisis microbiolégico realizado tanto
al extracto etanolico al 96° de Taraxacum Officinale (Diente de Leo6n), como al
Aceite esencial de Minthostachys Spicata (Q’eshua Mufa); para determinar la
presencia de microorganismos contaminantes. Los resultados indican que los
extractos estan libres de contaminacion “salmonella, coliformes fecales,
mesdfilos viables hongos y levaduras”, usando los criterios que se encuentran
dentro de los limites de control de calidad a nivel microbioldgico indicado por
Laboratorio del hospital Regional del Cusco — servicios de bacteriologia y m
icrobiologia, lo cual nos lleva a decir que los extractos estan aptos para el ensayo

de la actividad antioxidante y antibacteriana in vitro. 147
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4.5 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE LOS COMPONENTES DEL
ACEITE ESENCIAL DE Minthostachys spicata (QXESHUA MUNA) POR
CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADO A ESPECTOMETRIA DE MASAS

El aceite esencial de Minthostachys Spicata (Q'eshua Mufia) fue analizado
mediante “cromatografia de gases acoplados a espectrometria de masas”

obteniendo los datos que se muestran a continuacion:

4.5.1 CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADO AL ESPECTRO DE MASAS
DEL ACEITE ESENCIAL DE MINTOSTACHYS SPICATA (Q’ESHUA MUNA)

Los resultados se muestran a continuacion en la siguiente tabla
TABLA N°16: Resumen de la composicion quimica por cromatografia de

gases acoplado a espectrofotometria de masas del Aceite esencial de
Minthostachys Spicata (Q’eshua Muna)

Tiempo ,
Pico de Compuesto Cr:é)lgtti?/rg%/g
retencion

1 3.4026 | Thujeno 0.2785
2 3.5167 | alpha-pineno 0.5112
3 4.1595 | Sabineno 0.508
4 4.2271 | (-)-B-pineno 0.6753
5 4.4428 | beta-mirceno 0.7622
6 4.5189 | 3-octanol 0.6455
7 5.1194 | O-cimeno 1.5326
8 5.2039 | D-limoneno 1.5781
9 5.3647 | Trans-beta-ocimeno 0.1785
10 5.593 | B-cis-ocimeno 1.0465
11 5.8298 | gamma-terpineno 0.2804
12 6.7812 | B-linalool 3.6454
13 7.3183 | 3-octanol, acetato 0.4481
8.1978 L-mentona 16.4816
8.4304 |somentona 9.2194

16 8.5573 | DI-menthol 0.3103
17 8.6334 | Isopulegona 0.8674

3-heptene, 2,2,3,5,6-

pentamethyl-

10.4475 Pulegona 27.4842
20| 10.6293 | 1-metil-3,3-pentamethylenediaziridino 1.3773
21| 11.5807 | Carvacrol 0.7873
22 11.8641 P-timol | 4.2666
23| 12.8113|Eucarvono 0.889
24| 13.1115|Thimol acetato 0.3885
25| 13.4583|1,4-benzenodiol, 2,5-dimethil- 1.8622
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26 13.6443 Fenol, 2-metil-5-(1-metiletil)-, acetato

27| 13.8684 |(-)-beta-bourboneno 0.4999
28| 14.7522 | Cariophilleno 3.5291
29| 15.1243 | Ciclohexanona, 5-metil-2-(1-metiletenil)- 0.6386
30| 155472 i,g,zj-cicloundecatrieno, 1,5,9,9-tetrametil-, 0.5909
31| 15.7586 |Precoceno 0.2548
32| 16.2365 | Germacreno 2.3691
33 16.6424 Biciclogermacreno | 4.7572
34| 16.7989 Cicl_ohexar)o, 1-etenil-1-metil-2,4-bis(1- 0.195
metilethenil)-
35| 18.5115 | Spathulenol 2.5333
36| 18.6172|Caryofilleno oxido 0.5165
37| 19.0739|Biciclo[6.1.0]non-1-eno 0.6832
38| 19.8604 |Isospathulenol 0.7539
1h-cicloprop[e]azulen-7-ol,decahidro-1,1,7-
39| 21.5899 |trimetil-4-metileno-,[1ar-(1a.alpha,4a.alpha.,7 0.2122
beta.,7a.beta.,7b.alpha.)]-

FUENTE: Datos obtenidos en el laboratorio de cromatografia de gases
UNSAAC, 2020.

RESULTADOS E INTERPRETACION

‘Los aceites esenciales son componentes heterogéneos de terpenos,
sesquiterpenos, acidos, esteres, fenoles, lactonas; separables por métodos
quimicos o fisicos, presentan la propiedad de actuar como agentes
bacteriostaticos o antifingicos”. 148 Se sabe ademas que los compuestos
fendlicos muestran un amplio espectro de actividades farmacoldgicas, entre
ellas, antioxidantes, antimutagénicas, antitumorales y anticarcinogénicas, al
igual que lo flavonoides. @*9 Por lo que, en la tabla N°16 se muestra los
resultados mediante cromatografia de gases del Aceite esencial de
Minthostachys Spicata (Q'eshua Mufa) (Anexo 27), donde se observa que la
pulegona es el componente mayoritario con un 27.48%, seguido de L-mentona
con un 16.48%, Isomentona con un 9.21%, Fenol, 2-metll-5-(1-metiletil)-, acetato
5.83%, Biciclogermacreno 4.75 % y P-timol 4.26 %. A los que podemos atribuir
tomando en cuenta lo descrito inicialmente las actividades esperadas en esta

investigacién (actividad antioxidante, antibacteriana y antifingica).
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ANALISIS Y DISCUSION

En comparacion con el trabajo de Moina Gallegos, 2015, “? el aceite esencial
de Minthostachys Spicata (Q'eshua Mufa), elucidé 32 compuestos, cuyos
componentes mayoritarios fueron la pulegona con 30,06 % y 25-Tras Mentona
con 29.65%, resultados que permitieron en dicho estudio atribuir la actividad
antibacteriana. Esta comparacion nos permite demostrar que nuestra especie en
estudio presenta metabolitos parecidos, atribuyendo como resultado final la
actividad antioxidante, antibacteriana y antifingica del aceite en cuestién. Se
debe mencionar también que “los aceites esenciales suelen tener una
composicién quimica sumamente compleja, o que muchas veces supera las
posibilidades analiticas del método cromatografico simple”. Por lo que cada
especie puede tener variaciones, siendo ciertos factores ya sean de recoleccion,
de region o procedimiento los que podrian influir en estos cambios, por ello se

toman en cuenta siempre para poder hacer una comparacion exhaustiva. 148)

Si hacemos una comparacion con la investigacion de Minthostachys mollis
(mufia) en el trabajo de investigacion de Cano et al., 2008 150, se encontré como
componente mayoritario también a la pulegona (36,68%), seguido de mentona y

limoneno.
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4.6 ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO DEL EXTRACTO ETANOLICO
AL 96% DE Taraxacum officinale (DIENTE DE LEON)

En el andlisis fitoquimico cualitativo del Extracto etandlico al 96° de Taraxacum

Officinale (Diente de Ledn). Se encontraron los siguientes resultados.

TABLA N°17: RESULTADOS DEL ANALISIS FITOQUIMICO del Extracto
etandlico al 96% de Taraxacum Officinale (Diente de Ledn)

ANALISIS REACTIVO EXTRACTO
. Shinoda (vapores) -
Flavonoides NH3 .
Fendlicos Fecl3 ++
Taninos Gelatina +
Quinolonas Koh % -

. Draguendorf +++
Alcaloides Mayer P
Lactonas Balget +++
Azucares :
reductores Fheling i
Glicésidos Fheling ++
Esteroides Liberman - +++

bouchart
Saponinas Espuma -

FUENTE: Elaboracion propia, 2020

DONDE:

Abundante cantidad: +++
Regular cantidad: ++
Poca cantidad: +
Ausente: -

RESULTADOS E INTERPRETACION

El andlisis fitoquimico es uno de los procedimientos mas importantes, pues nos
“‘permite determinar cualitativamente los principales grupos quimicos presentes
en una planta”, con ello “comprender la fisiologia y bioquimica de los organismos
gue los producen y a lograr su mejor aprovechamiento con fines cientificos,

medicinales y econémicos”. (128)
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Los ensayos fitoquimicos aplicados al extracto etandlico al 96° de Taraxacum
Officinale (Diente de Ledn), se muestran en la tabla N°17, identificandose los
metabolitos secundarios como alcaloides, lactonas y esteroides en abundante
cantidad, mientras que fendlicos, azucares reductores y glicésidos mantienen
una cantidad regular, poca cantidad de taninos y por ultimo flavonoides,

guinolonas y saponinas ausentes.
ANALISIS Y DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, si hacemos comparacion con los estudios
de Montes Enciso, 2017 151 | cuyos ensayos fitoquimicos aplicados al latex de
Taraxacum Officinale (Diente de Leon) fueron la obtencion de metabolitos
secundarios como fenoles y taninos en abundante cantidad, generando actividad
antioxidante, antibacteriana y genotoxica a la planta, %2 ¢ con el estudio de
Echevarria, 2016 53 | cuyo estudio fue realizado con extracto etandlicos al 70
% para 16 plantas entre ellas Diente de Ledn, dando como resultado una mejor
actividad antioxidante a la alcachofa con un 95 %, moringa 97.9 % borraja 95.8
% y diente de ledn 71.2 % y por ultimo al estudio de Rodriguez Pava, 2018, 33
donde nos muestra que la abundante presencia de flavonoides, quinonas y
triterpenos generd una actividad antibacteriana muy buena frente a
“Enterococcus faecium resistente a vancomicina, Streptococcus Pneumoniae,
Klebsiella Pneumoniae, Pseudomonas Aeruginosa, Enterobacter Cloacae,
Escherichia Coli, Staphylococcus Aureus B-lisina y Candida albicans” para el
extracto etandlico al 70% de Taraxacum Officinale (Diente de Ledn); nos dan a
reconocer que el extracto de Taraxacum Officinale (Diente de Ledn)
representado al 96 %, podria presentar una actividad antioxidante por la
presencia regular de fenoles y taninos, pero no una actividad antibacteriana por
la ausencia de flavonoides, esto se debe a que los flavonoides se sintetizan en
la planta con fines bacteriolégicos; a lo cual se le atribuiria su actividad
microbiana por formar “complejos con proteinas extracelulares solubles”, asi
como también con la pared celular bacteriana, los flavonoides més lipofilicos
probablemente sean los que quebrantan la membrana celular. Ademas, los
flavonoides tienen la capacidad para neutralizar radicales libres. 9 Seg(in estos
resultados en el estudio mostrado la actividad antioxidante podria deberse a la
presencia de fenoles y flavonoides y la actividad antibacteriana se deberia a la
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presencia de Flavonoides. Cabe indicar también que los “alcaloides, flavonoides,
taninos y otros compuestos de naturaleza fendlica son responsables de la
actividad antimicrobiana”. La actividad de los flavonoides desencadena en una
lisis celular y los terpenoides y compuestos fendlicos porque son capaces de

desestabilizar la integridad y permeabilidad de la membrana. 3

4.7 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR CAPTACION DEL RADICAL DPPH
PARA EL EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE Taraxacum officinale
(DIENTE DE LEON) Y DEL ACEITE ESENCIAL DE Minthostachys spicata
(Q’ESHUA MUNA)

4.7.1 RESULTADOS DEL PATRON ACIDO ASCORBICO

4.7.1.1 CURVA DE CALIBRACION DEL PATRON ACIDO ASCORBICO
Los resultados de la recta de calibracion del patron 4cido ascorbico se muestran

en la siguiente tabla.

TABLA N°18: Resultado de absorbanciay porcentaje de captacion del
patron acido ascorbico

CONCENTRACION ABSO%IE%LANCIA ABSO%EZEANCIA ABSO%%ANCIA PROMEDIO CAPO/'(I)'EEIC)N
0.5 mg/mL 0.029 0.028 0.029 0.0287 96.51 %
1 mg/mL 0.025 0.025 0.025 0.025 96.96 %
2 mg/mL 0.021 0.022 0.021 0.0213 97.41 %
DPPH 0.822

FUENTE: Elaboracion propia, 2020

RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N°18 muestra las absorbancias de las pruebas realizadas por triplicado
obtenidas por el espectrofotometro de las concentraciones planteadas para el
patrén, cuyo promedio de las mismas junto con el valor obtenido de dpph 0.822
nos serviran para calcular el porcentaje de captacion de radical libre. Observando
como resultado de dicha operacion un 97.41% a una concentracion de 2 mg/ml,
96.96% a 1 mg/ml y un 96.51% a 0.5 mg/ml, del cual se puede inferir que “a >
concentracion del patron > porcentaje de actividad antioxidante”, por lo que se

concluye que a mayor concentracion mayor capacidad antioxidante.
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ANALISIS Y DISCUSION

Segln LLerena Mendoza, 2017 (129 en su investigacion sobre “capacidad
antioxidante in vitro de extractos hidroalcohodlico de agaricus campestris (1.) Fries.
(kallampa)” se utilizé &cido ascorbico como patron a concentraciones parecidas
a nuestro estudio, dando para 2 mg/ml un porcentaje de captacion de 96.85 %y

en su menor concentracion a 0.25 mg/ml un 96.05 %.

Como podemos ver existe una similitud de resultados frente al % de captacion
de radicales libres, por lo que se deduce que el acido ascérbico cumple con la

funcion de patrén; ya que su actividad antioxidante es extremadamente superior.

GRAFICA N°1: Resultado de curva de calibracion del patron acido
ascorbico

D h
9741

97.4 y = 0.45x + 96.06
2 =
97.2 =

o7

96.8
96.6 96.51

96.4

% DE CAPTACION

96.2

o6
0.5 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL

CONCENTRACION

FUENTE: Elaboracién propia, 2020
RESULTADOS E INTERPRETACION

En la grafica N°1 muestra la relacién entre la concentracién y el porcentaje de
captacion de radical libre dpph, como curva de calibracion con &cido ascorbico,
donde se obtiene el valor del coeficiente de determinacién (r?) = 1 que indica la
proporcion de variacion de la variable dependiente que en este caso seria el
porcentaje de captacion frente a la variable independiente (concentracion),
dando a entender que la fuerza de asociacion entre ambas variables es del
100%, osea que la actividad antioxidante del patrén depende estrictamente de la

concentracion del mismo.
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4.7.1.2 PORCENTAJE DE ACTIVIDAD DE CAPTACION DE RADICAL DPPH
DEL PATRON ACIDO ASCORBICO
GRAFICA N°2: Porcentaje de captacion del patréon acido ascorbico
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FUENTE: Elaboracion Propia, 2020

RESULTADOS E INTERPRETACION

El grafico N°2 muestra el porcentaje de captacion de radical libore DPPH por el
acido ascorbico, observandose un 96.51% a una concentracion de 0.5 mg/mL,
96.96 % a 1 mg/mL y un 97.41% a 2 mg/mL del cual se observa que a medida
gue a > concentracién del patron > el porcentaje de actividad antioxidante del
cual se puede concluir que a mayor concentracibn mayor capacidad

antioxidante.

4.7.1.3 ANALISIS DE VARIANZA PARA LA VALIDACION DEL MODELO DE
REGRESION LINEAL DE LA CURVA PATRON DE ACIDO ASCORBICO

Los resultados del andlisis de varianza para la validacién del modelo de regresion

lineal de la curva del patrén acido ascorbico se muestran en la siguiente tabla.
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TABLA N°19: Resultado de la actividad antioxidante del patrén acido

ascorbico
] PORCENTAJ’E PORCENTAJ’E PORCENTAJ’E
CONCENTRACION | DE CAPTACION | DE CAPTACION | DE CAPTACION | PROMEDIO
01 02 03
0,5 mg/mL 96.47 % 96.59 % 96.47 % 96.51 %
1 mg/mL 96.96 % 96.96 % 96.96 % 96.96 %
2 mg/mL 97.45 % 97.32 % 97.45 % 97.41 %

FUENTE: Elaboraciéon Propia, 2020

En la tabla N°19 se muestran los resultados en porcentaje de las pruebas
realizadas por triplicado obtenidos a partir de las absorbancias correspondientes,
esto con el fin de realizar el andlisis estadistico anova de un factor de medidas
independientes para determinar si existen diferencias estadisticamente

significativas.

TABLA N°20: Andlisis de varianza del patron acido ascoérbico
ANOVA DE UN FACTOR

Suma de Media

cuadrados | Gl cuadratica F Sig.
ENTRE 1.206 2 0.603 173.390 0.000
GRUPQOS
DENTRO DE 0.021 6 0.003
GRUPOS
TOTAL 1.227 8

FUENTE: Valores brindados por el programa estadistico spss 25
RESULTADOS E INTERPRETACION

Al realizar el analisis estadistico ANOVA de un Factor, se debe tener en cuenta
los valores de la significancia, donde:
e Sig =< 0.05 nos indican que existen diferencias estadisticamente
significativas
e Sig > 0.05 nos indican que no existen diferencias estadisticamente
significativas.
Tomando en cuenta esa acotacién en la tabla N°20 se puede observar que la
significancia en el analisis de varianza ANOVA de un Factor del patron Acido

ascorbico es igual a 0.000, lo que nos indica que existen diferencias
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estadisticamente significativas. Por tal motivo se realizé la prueba Post Hoc de

Duncan para determinar entre que grupos existen dichas diferencias.

TABLA N°41: Prueba Post Hoc de Duncan parala Actividad antioxidante
del patrén Acido ascorbico

CONCENTRACION Subconjunto para alfa = 0.05
ACIDO ASCORBICO | N 1 2 3
0.5 mg/ml 3 96.5100
1 mg/ml 3 96.9600
2 mg/ml 3 97.4067
Sig. 1.000 1.000 1.000

FUENTE: Valores brindados por el programa estadistico spss 25

RESULTADOS E INTERPRETACION

En la tabla N°21 se realiz6 la prueba de Post Hoc de Duncan que nos muestra
los contrastes de igualdad de medias entre rangos, el cual realiza la agrupacion
en subconjuntos de la media de los porcentajes de actividad de captacion de
radicales obteniéndose en este caso 3 subconjuntos de concentraciones para el
patron Acido ascorbico, cada uno con una significancia > 0.05 (no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los valores de cada
subconjunto), lo que indica que cada grupo mantiene un comportamiento distinto.
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4.7.2 RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO
ETANOLICO AL 96% DE Taraxacum officinale (DIENTE DE LEON)

4.7.2.1 CURVA DE CAPTACION DE RADICALES LIBRES DEL EXTRACTO
ETANOLICO AL 96% DE Taraxacum officinale (DIENTE DE LEON)

TABLA N°52: Resultado de absorbancia y porcentaje de captaciéon del

extracto etandlico al 96% de Taraxacum Officinale (Diente de Ledn)

. 0,
CONCENTRACION ABSORO?ANCIA ABSOF(Q)[%ANCIA ABSOF(E)I;ANCIA PROMEDIO CAP/'T'E(I?ION
0.125 mg/mL 0.611 0.611 0.611 0.611 25.49%
0.25 mg/mL 0.565 0.565 0.565 0.565 31.10%
0.5 mg/mL 0.515 0.515 0.515 0.515 37.20%

1 mg/mL 0.414 0.414 0.413 0.4137 49.55%

2 mg/mL 0.378 0.378 0.377 0.3777 53.94%

4 mg/mL 0.203 0.203 0.203 0.203 75.24%
DPPH 0.820

FUENTE: Elaboracion propia, 2020

RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N°22 muestra las absorbancias de las pruebas realizadas por triplicado
obtenidas por el espectrofotdmetro de las concentraciones planteadas para el
“Extracto etanolico al 96 % de Taraxacum Officinale (Diente de Ledn)”, cuyo
promedio de las mismas junto con el valor obtenido de dpph 0.820 nos sirvio
para calcular el porcentaje de captacion de radical libre. Observando como
resultado de dicha operacion un 75.24% a una concentracion de 4 mg/mL,
53.94% a 2 mg/mL, 49.55% a 1 mg/mL, 37.20% a 0.5 mg/mL, 31.10% a 0.25
mg/mL y 25.49% a 0.125 mg/mL de los cuales se puede inferir que a >
concentracion del patron > el porcentaje de actividad antioxidante, por lo que se

concluye que a mayor concentracién mayor capacidad antioxidante.
ANALISIS Y DISCUSION

Segun Vicharra Morales, 2017 @5 en su investigacion denominada “Polifenoles
y actividad antioxidante del extracto alcohodlico de Taraxacum officinale” se logra
demostrar que la ubicacién de recoleccion de una planta en estudio puede
generar distintos resultados, tal como es el caso de esta investigacion pues la

planta en estudio fue recolectada en el distrito del Tambo, en la provincia de
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Huancayo, en Junin, dato sumamente importante pues nos permite comparar
sus resultados fitoquimicos con los nuestros, esto debido a que el Diente de ledn
obtenido en este distrito presenta una evidencia alta de flavonoides y fenoles, lo
gue genero en este estudio un porcentaje de captacion de radicales libres altos,
dando como resultado para 200 ug/mL un 87.707 % de captacion a diferencia
nuestra donde la planta en estudio presento tan solo fenoles en regular cantidad
generando un actividad antioxidante mediana donde para 4 mg/mL demostré
obtener un porcentaje de captacion de 75.24 %.

Si tomamos en cuenta a Echevarria, 2016 153 en la investigacion titulada
“Evaluacion de la capacidad antioxidante y metabolitos secundarios de extractos
de dieciséis plantas medicinales” se logré demostrar que “los extractos hidro-
alcohdlicos al 70% de C. colymus (Alcachofa) 95,7%, M. oleifera (Moringa)
97,9% vy B. officinalis (Borraja) 96,3% mostrando mayor capacidad antioxidante;
seguidos por P. carpunya (Guaviduca) 95,8%, P. hysterophorus (Escoba
amarga) 88,4 % y T. officinale (Diente de ledn) con 71,2% a 100 ug/mL. De lo
anteriormente referido, se puede observar que algunos de estos extractos
superaron al control positivo, acido ascorbico (vitamina c) que present6 90,5% a

la misma concentracion”.

GRAFICA N°3: Resultado de curva de captacion de radicales libres del
extracto etandlico al 96% de Taraxacum Officinale (Diente de Leon)
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FUENTE: Elaboracién propia, 2020
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la grafica N°3 muestra la relacion entre la concentracion y el porcentaje de
captacion de radical libre dpph, como curva de captacion de radicales libres del
extracto etandlico al 96 % de Taraxacum officinale (Diente de ledn) , donde se
obtiene el valor del coeficiente de determinacién (R?) = 0.9414 que indica la
proporcion de variacion de la variable dependiente que en este caso seria el
porcentaje de captacion frente a la variable independiente (concentracion),
dando a entender que la fuerza de asociacién entre ambas variables es del
94.14%, osea que la actividad antioxidante del patrén depende estrictamente de

la concentracion del mismo.

4.7.2.2 PORCENTAJE DE ACTIVIDAD DE CAPTACION DE RADICAL DPPH
DEL EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE Taraxacum officinale (DIENTE DE
LEON)

GRAFICA N°4: Porcentaje de captacion del extracto etandlico al 96% de
Taraxacum officinale (Diente de ledn)
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FUENTE: Elaboracién propia, 2020

RESULTADOS E INTERPRETACION

El grafico N°4 muestra el porcentaje de captacion de radical libre DPPH por el
Extracto etandlico al 96 % de Taraxacum Officinale (Diente de Ledn),
observandose un 75.24% a una concentracion de 4 mg/mL, 53.94% a 2 mg/mL,
49.55% a 1 mg/mL, 37.20% a 0.5 mg/mL, 31.10% a 0.25 mg/mL y 25.49% a

0.125 mg/mL del cual se puede observar que a > concentracion del extracto > el
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porcentaje de actividad antioxidante del cual se puede concluir que a mayor

concentracion mayor capacidad antioxidante.

4.7.2.3 VALOR DE CONCENTRACION DE INHIBICION 50 (IC50) DEL
EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE TARAXACUM OFFICINALE (DIENTE
DE LEON)

GRAFICA N°5: Resultado del valor de concentracién de inhibicion del
extracto etandlico al 96% de Taraxacum Officinale (Diente de Ledn)
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FUENTE: Elaboracion propia, 2020

RESULTADOS E INTERPRETACION

En el gréfico N°5 se observa el valor de IC50 del Extracto etandlico al 96 % de
Taraxacum Officinale (Diente de Ledn) cuyo resultado fue 3.9863, dato que esta
representado entre la concentracion 0.5 mg/mL y 1 mg/mL, es alli donde estaria
la concentracion a la que el extracto llegé a producir el 50 % de captacion de
radicales libres en el ensayo “in vitro”. Considerando que segln Duran
Cascamayta, 2018 “V el valor de IC50 es el nimero que se emplea para
cuantificar la potencia de una sustancia, potencia que esta relacionada con la
concentracion que se necesita de un farmaco o compuesto para producir una
respuesta entonces IC50 es la concentracion que produce 50% de la captacion
de DPPH, por lo que mientras mas baja sea su valor, mas promisoria sera su
utilidad y aplicabilidad.
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4.7.2.4 ANALISIS DE VARIANZA PARA LA VALIDACION DEL MODELO DE
REGRESION LINEAL DE LA CURVA DE EXTRACTO ETANOLICO AL 96%
DE Taraxacum officinale (DIENTE DE LEON)

Los resultados del analisis de varianza para la validacion del modelo de regresion
lineal de la curva del Extracto etandlico al 96% de Taraxacum officinale (Diente

de Ledn).

TABLA N°63: Resultado de la actividad antioxidante del extracto etandlico

al 96% de Taraxacum Officinale (Diente de Ledn)

concenTrRacion | PORCETIECE [PORCENTAYEOF] PORCENTAYE | proveoro
0.125 mg/mL 25.49% 25.49% 25.49% 25.49%
0.25 mg/mL 31.10% 31.10% 31.10% 31.10%
0.5 mg/mL 37.20% 37.20% 37.20% 37.20%
1 mg/mL 49.51% 49.51% 49.63% 49.55%
2 mg/mL 53.90% 53.90% 54.02% 53.94%
4 mg/mL 75.24% 75.24% 75.24% 75.24%

FUENTE: Elaboracién propia, 2020

RESULTADOS E INTERPRETACION

En la tabla N°23 se muestran los resultados en porcentaje de las pruebas
realizadas por triplicado obtenidos a partir de las absorbancias correspondientes,
esto con el fin de realizar el andlisis estadistico Anova de un factor de medidas
existen diferencias estadisticamente

independientes para determinar si

significativas.

TABLA N°74: Analisis de varianza del extracto etanélico al 96% de
Taraxacum Officinale (Diente de Ledn)
ANOVA DE UN FACTOR

Suma de Media

cuadrados| Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 4946.146 5 989.229 |618268.275| 0.000
Dentro de grupos | 0.019 12 0.002
Total 4946.165 17

FUENTE: Valores brindados por el programa estadistico spss 25
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RESULTADOS E INTERPRETACION

Al realizar el analisis estadistico ANOVA de un Factor, se debe tener en cuenta
los valores de la significancia, donde:
e Sig = 0.05 nos indican que existen diferencias estadisticamente
significativas
e Sig > 0.05 nos indican que no existen diferencias estadisticamente
significativas.
Tomando en cuenta esa acotacion en la tabla N°24 se puede observar que la
significancia en el analisis de varianza ANOVA de un Factor del Extracto
etandlico al 96% de Taraxacum officinale (Diente de Ledn) es igual a 0.000, lo
gue nos indica que existen diferencias estadisticamente significativas. Por tal
motivo se realiz6 la prueba Post Hoc de Duncan para determinar entre que

grupos existen dichas diferencias.

TABLA N°25: Prueba Post Hoc de Duncan para la Actividad antioxidante
del Extracto etandlico al 96% de Taraxacum officinale (Diente de Ledn)

Concentracion Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3 4 5 6
0.125 mg/mL | 3| 25.4900
0.25 mg/mL 3 31.1000
0.5 mg/mL 3 37.2000
1 mg/mL 3 49.5500
2 mg/mL 3 53.9400
4 mg/mL 3 75.2400
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

FUENTE: Valores brindados por el programa estadistico

RESULTADOS E INTERPRETACION

En la tabla N°25 se realiz6 la prueba de Post Hoc de Duncan que nos muestra
los contrastes de igualdad de medias entre rangos, el cual realiza la agrupacién
en subconjuntos de la media de los porcentajes de actividad de captacion de
radicales obteniéndose en este caso 6 subconjuntos de concentraciones para el
Extracto etandlico al 96% de Taraxacum officinale (Diente de Leon), cada uno

con una significancia > 0.05 (no existen diferencias estadisticamente
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significativas entre los valores de cada subconjunto), lo que indica que cada

grupo mantiene un comportamiento distinto.

4.7.3 RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL ACEITE
ESENCIAL DE Minthostachys spicata (Q’ESHUA MUNA)

4.7.3.1 CURVA DE CAPTACION DE RADICALES LIBRES DEL
ACEITE ESENCIAL DE Minthostachys spicata (Q’ESHUA MUNA)

TABLA N°26: Resultado de absorbancia y porcentaje de captaciéon del

Aceite esencial de Minthostachys Spicata (Q’eshua muia)

- | ABSORBANCIA | ABSORBANCIA | ABSORBANCIA % DE
CONCENTRACION o1 02 03 PROMEDIO CAPTACION
0.5 mg/mL 0.583 0.583 0.583 0.583 29.08%
1 mg/mL 0.567 0.567 0.567 0.567 31.02%
2 mg/mL 0.522 0.522 0.522 0.522 36.50%
4 mg/mL 0.477 0.477 0.477 0.477 41.97%
8 mg/mL 0.390 0.390 0.389 0.390 52.60%
16 mg/mL 0.234 0.233 0.233 0.233 71.61%
32 mg/mL 0.218 0.217 0.216 0.217 73.60%
DPPH 0.822

FUENTE: Elaboracion propia, 2020

RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N°26 muestra las absorbancias de las pruebas realizadas por triplicado
obtenidas por el espectrofotdmetro de las concentraciones planteadas para el
Aceite esencial de Minthostachys Spicata (Q’eshua Mufa), cuyo promedio de las
mismas junto con el valor obtenido de dpph 0.822 nos serviran para calcular el
porcentaje de captacion de radical libre. Observando como resultado de dicha
operacion un 73.60% a una concentracion de 32 mg/mL, 71.61% a 16 mg/mL,
52.60% a 8 mg/mL, 41.97% a 4 mg/mL, 36.50% a 2 mg/mL, 31.02% a 1 mg/mL
y 29.08% a 0.5 mg/mL de los cuales se puede inferir que a > concentracion del
patréon > sera el porcentaje de actividad antioxidante, por lo que se concluye que

a mayor concentracién mayor capacidad antioxidante.
ANALISIS Y DISCUSION

En el estudio de Castafieda, 2008 5% denominado “Evaluacion de la capacidad

antioxidante de siete plantas medicinales peruanas”, se logré demostrar la
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importancia del tipo de extracto que se utiliza para poder obtener la actividad que
necesitamos, pues en este estudio se pudo demostrar que las siete plantas
tuvieron actividad antioxidante, pero cada una representada con un tipo de
extraccion diferente por lo que para “el extracto etandlico de la corteza de canela
se obtuvo un 97.59 % de captacion a 1 pug/mL, extracto metandlico de hojas de
Lagarto caspi 99.76 % a 50 pg/mL, extracto metanolico del fruto de Camu camu
98.09 % a 50 pg/mL, extracto acuoso de las hojas de Mufia 92.41 % a 50 pg/mL,
extracto metandlico de las hojas de Hiporuro 100.57 % a 100 pug/mL, todas ellas
en comparacion al patréon &cido ascoérbico que presentd una actividad
antioxidante de 92.82 %”.

GRAFICA N°6: Resultado de curva de captacion de radicales libres del
Aceite esencial de Minthostachys Spicata (Q’eshua muia)
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FUENTE: Elaboracién propia, 2020

RESULTADOS E INTERPRETACION

En la grafica N°6 muestra la relacion entre la concentracién y el porcentaje de
captacién de radical libre dpph, como curva de captacion de radicales libres del
Aceite esencial de Minthostachys Spicata (Q'eshua Mufa), donde se obtiene el
valor del coeficiente de determinacién (R?) = 0.9289 que indica la proporcion de
variacion de la variable dependiente que en este caso seria el porcentaje de
captacion frente a la variable independiente (concentracion), dando a entender

gue la fuerza de asociacion entre ambas variables es del 92.89%, osea que la
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actividad antioxidante del patrén depende estrictamente de la concentracion del

mismo.

4.7.3.2 PORCENTAJE DE ACTIVIDAD DE CAPTACION DE RADICAL DPPH
DEL ACEITE ESENCIAL DE Minthostachys Spicata (Q’ESHUA MUNA)

GRAFICA N°7: PORCENTAJE DE CAPTACION DEL Aceite esencial de

Minthostachys Spicata (Q’eshua muia)
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FUENTE: Elaboracion Propia, 2020
RESULTADOS E INTERPRETACION

El grafico N°7 muestra el porcentaje de captacion de radical libre DPPH por el
Aceite esencial de Minthostachys Spicata (Q'eshua Mufa), observandose un
73.60% a una concentracién de 32 mg/mL, 71.61% a 16 mg/mL, 52.60% a 8
mg/mL, 41.97% a 4 mg/mL, 36.50% a 2 mg/mL, 31.02% a 1 mg/mL y 29.08% a
0.5 mg/mL del cual se puede observar que a > concentracion del extracto > el
porcentaje de actividad antioxidante del cual se puede concluir que a mayor

concentracion mayor capacidad antioxidante.

101



4.7.3.3 VALOR DE CONCENTRACION DE INHIBICION 50 (IC50) DEL ACEITE
ESENCIAL DE Minthostachys Spicata (Q’ESHUA MUNA)

GRAFICA N°8: Resultado del valor de concentracion de inhibicion del

Aceite esencial de Minthostachys Spicata (Q’eshua muia)
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FUENTE: Elaboracion propia, 2020
RESULTADOS E INTERPRETACION

En el grafico N°8 se observa el valor de IC50 del Aceite esencial de
Minthostachys Spicata (Q'eshua Muifia), cuyo resultado fue de 4.236, dato que
esta representado entre la concentracion 4 mg/mL y 8 mg/mL, es alli donde
estaria la concentracion a la que el extracto llegé dato que representa la
concentracion a la que el extracto llegé a producir el 50 % de captacion de
radicales libres en el ensayo “in vitro”. Considerando que segun Duran
Cascamayta, 2018 “b el valor de IC50 es el nimero que se emplea para
cuantificar la potencia de una sustancia, potencia que esta relacionada con la
concentracion que se necesita de un farmaco o compuesto para producir una
respuesta entonces IC50 es la concentracion que produce 50% de la captacion
de DPPH, por lo que mientras mas baja sea su valor, mas promisoria sera su
utilidad y aplicabilidad. “b
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4.7.3.4 ANALISIS DE VARIANZA PARA LA VALIDACION DEL MODELO DE
REGRESION LINEAL DE LA CURVA DEL ACEITE ESENCIAL DE
Minthostachys spicata (Q’ESHUA MUNA)

Los resultados del analisis de varianza para la validacion del modelo de regresion

lineal de la curva del Aceite esencial de Minthostachys spicata (Q'eshua mufia)

TABLA N°27: Resultado de la actividad antioxidante del Aceite esencial de
Minthostachys Spicata (Q’eshua muna)

PORCENTAJE | PORCENTAJE | PORCENTAJE
CONCENTRACION | DE CAPTACION | DE CAPTACION | DE CAPTACION | PROMEDIO
01 02 03
0.5 mg/mL 29.10% 29.10% 29.10% 29.10%
1 mg/mL 31.02% 31.02% 31.02% 31.02%
2 mg/mL 36.50% 36.50% 36.50% 36.50%
4 mg/mL 41.97% 41.97% 41.97% 41.97%
8 mg/mL 52.55% 52.55% 52.70% 52.60%
16 mg/mL 71.53% 71.65% 71.65% 71.61%
32 mg/mL 73.48% 73.60% 73.72% 73.60%

FUENTE: Elaboracién Propia, 2020

RESULTADOS E INTERPRETACION

En la tabla N°27 se muestran los resultados en porcentaje de las pruebas

realizadas por triplicado obtenidos a partir de las absorbancias correspondientes,

esto con el fin de realizar el andlisis estadistico Anova de un factor de medidas

independientes para determinar

significativas.

Si

existen diferencias estadisticamente

TABLA N°28: Analisis de varianza del Aceite esencial de Minthostachys
Spicata (Q’eshua muiia)
ANOVA DE UN FACTOR

Suma de Media

cuadrados | Gl | cuadrética F Sig.
Entre grupos 6144.212 | 6 | 1024.035 | 268473.667 | 0.000
Dentro de grupos 0.053 14 0.004
Total 6144.265 | 20

FUENTE: Valores brindados por el programa estadistico spss 25

RESULTADOS E INTERPRETACION

Al realizar el andlisis estadistico ANOVA de un Factor, se debe tener en cuenta

los valores de la significancia, donde:
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<

Sig

significativas.

0.05 nos indican que existen diferencias estadisticamente

Sig 0.05 nos indican que no existen diferencias estadisticamente
significativas.

Tomando en cuenta esa acotacion en la tabla N°28 se puede observar que la
significancia en el analisis de varianza ANOVA de un Factor del Aceite esencial
de Minthostachys spicata (Q'eshua Mufia) es igual a 0.000, lo que nos indica que
existen diferencias estadisticamente significativas. Por tal motivo se realizé la
prueba Post Hoc de Duncan para determinar entre que grupos existen dichas
diferencias.

TABLA N°298: Prueba Post Hoc de Duncan para la Actividad antioxidante
del Aceite esencial de Minthostachys Spicata (Q’eshua muna)

. Subconjunto para alfa = 0.05
Concentraciones |N 1 5 3 2 5 6 y
0,5 mg/ml 3[29.1000
1 mg/ml 3 31.0200
2 mg/ml 3 36.5000
4 mg/ml 3 41.9700
8 mg/ml 3 52.6000
16 mg/ml 3 71.6100
32 mg/ml 3 73.6000
Sig. 1.000/ 1.000, 1.000, 1.000, 1.000] 1.000| 1.000
FUENTE: Valores brindados por el programa estadistico spss 25

RESULTADOS E INTERPRETACION

En la tabla N°29 se realiz6 la prueba de Post Hoc de Duncan que nos muestra
los contrastes de igualdad de medias entre rangos, el cual realiza la agrupacion
en subconjuntos de la media de los porcentajes de actividad de captacion de
radicales obteniéndose en este caso 6 subconjuntos de concentraciones para el
Aceite esencial de Minthostachys spicata (Q'eshua Muna), cada uno con una
significancia > 0.05 (no existen diferencias estadisticamente significativas entre
los valores de cada subconjunto), lo que indica que cada grupo mantiene un

comportamiento distinto.
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4.8 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL
EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE Taraxacum officinale (DIENTE DE
LEON) Y DEL ACEITE ESENCIAL DE Minthostachys spicata (Q’ESHUA
MUNA) SOBRE CEPAS ATCC 25922 (E. COLI), 27853 (Pseudomona
aeruginosa), 90028 (Candida albicans) Y 28188 (Trichopytom rubrum)

4.8.1 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO AL 96%
DE Taraxacum officinale (DIENTE DE LEON) SOBRE CEPAS ATCC 25922
DE Escherichia coli, Y 27853 DE Pseudomona aeruginosa.

TABLA N°30: Resultado de los diametros de los halos de inhibicién del
extracto etandlico al 96% de Taraxacum officinale (Diente de ledn) sobre
cepas ATCC 25922 de Escherichia coli, Y 27853 DE Pseudomona

aeruginosa

Diametros de halos de inhibicion (mm) en cepas

'al;gg Concg;ttrr:gtlgn del ATCC de Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa
IG (€] NG Promedio
1 _4uG 0.00 0.00 0.00 0.00
(Ciprofloxacino)
2 400 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
3 367 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
4 333 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
5 300 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
6 267 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
7 233 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
8 200 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
9 133 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
10 67 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
11 33 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
12 16 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
FUENTE: Elaboracién Propia, 2020
DONDE:

e |G: Primer grupo de halos
e |IG: Segundo grupo de halos
e |lIG: Tercer grupo de halos

RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N°30 nos muestra los halos de inhibiciébn del extracto etanélico al 96%

de Taraxacum officinale (Diente de ledn) sobre cepas ATCC 25922 de
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Escherichia coli, y 27853 de Pseudomona aeruginosa obtenidos a partir de

pruebas realizadas por triplicado.

De la tabla se deduce que el extracto etandlico al 96% de Taraxacum officinale
(Diente de ledn) no tiene ningun efecto antibacteriano sobre cepas ATCC 25922

de Escherichia coli, y 27853 de Pseudomona aeruginosa.
ANALISIS Y DISCUSION

Segun Rodriguez, 2018 (%) en su trabajo de investigacion “Actividad
antimicrobiana de cuatro variedades de plantas frente a patégenos de
importancia clinica en Colombia”, reportdé que los tallos de T. officinale, era el
mas eficaz frente a las cepas usadas, ademas atribuy6 dicha actividad a la
presencia de flavonoides, quinonas y triterpenos dado por el analisis fitoquimico

correspondiente.

Por otro lado, segiin Azuero Andrea, 2016 %) en la investigacién sobre el
“Analisis del efecto antimicrobiano de doce plantas medicinales de uso ancestral
en Ecuador’, donde se midi6 la actividad sobre “Staphyloccocus aureus”,
“Escherichia coli , P. aeruginosa” y “andida albicans”. Demostrando que: “T.
officinale present6 un efecto antibacteriano alto contra E. coli, pero tuvo menor

efecto inhibitorio contra C. albicans.

Si tomamos en cuenta el estudio dado por Reafio Ortega, 2014 G en su trabajo
de investigacion “Actividad antibacteriana in vitro de los extractos etandlicos de
Aloysia tiphylla (Cedrén), Rosmarinus officinalis (Romero), Mentha spicata
(Hierba buena), Portulaca oleraceae (Verdolaga) y Taraxacum officinale (Diente
de ledn)” mostrd que a partir del extracto hidoalcohélico (70% etanol + 30% agua)
de las plantas en estudio solo Aloysia tiphylla (Cedrén), Rosmarinus officinalis
(Romero) y Mentha spicata (Hierba buena) mostraron actividad frente a
S.aureus, mas no sobre E. coli, ni salmonella enteriditis, en tanto Portulaca
oleraceae (Verdolaga)y Taraxacum officinale (Diente de ledn) no tuvieron efecto
alguno sobre ninguna cepa. Atribuye también que la falta de actividad puede

deberse al corto tiempo de maceracion que tuvo sus extractos.
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4.8.2 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE
Taraxacum officinale (DIENTE DE LEON) SOBRE CEPAS ATCC 90028 DE
Candida albicans Y 28188 DE Trichopytom rubrum

TABLA N°31: Resultado de los diametros de los halos de inhibicién del
EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE Taraxacum officinale (DIENTE DE
LEON) SOBRE CEPAS ATCC 90028 DE Candida albicans Y 28188 DE
Trichopytom rubrum

Didmetros de halos de inhibicién (mm) en cepas
N° de | Concentracion del ATCC de Candida albicans y Trichopytom
disco extracto rubrum
IG G G Promedio
Fluconazol 25 ug
(candida)
1 Terbinafina 30 g 0.00 0.00 0.00 0.00
(trichopytom)
2 400 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
3 367 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
4 333 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
5 300 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
6 267 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
7 233 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
8 200 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
9 133 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
10 67 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
11 33 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
12 16 mg/mL 0.00 0.00 0.00 0.00
FUENTE: Elaboracion Propia, 2020
DONDE:

e |G: Primer grupo de halos
e |IG: Segundo grupo de halos
e |lIG: Tercer grupo de halos

RESULTADOS E INTERPRETACION
La tabla N°31 nos muestra los halos de inhibicién del extracto etandlico al 96%
de Taraxacum officinale (Diente de ledn) sobre cepas ATCC 90028 de Candida

albicans Y 28188 de Trichopytom rubrum, obtenidos a partir de pruebas
realizadas por triplicado.
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De la tabla se deduce que el extracto etandlico al 96% de Taraxacum officinale
(Diente de ledn) no tiene ningun efecto antifingico sobre cepas ATCC 90028 DE

Candida albicans Y 28188 de Trichopytom rubrum.
ANALISIS Y DISCUSION

En laregidn no se cuenta con antecedentes de nuestra especie en estudio, frente
a los hongos mencionados, por lo que no es preciso una comparacion, pero
atribuimos nuestros resultados a la identificacién previa de metabolitos presentes
en nuestra planta; ya que como vimos anteriormente segun investigaciones
planteadas, la presencia de flavonoides, fenoles y taninos podrian atribuir una
actividad antibacteriana y con ello una actividad antifangica, como sucedi6é con
investigaciones cuyas especies en estudio determinaban la presencia de estos
metabolitos atribuyendo asi una actividad frente a los hongos propuestos. Cabe
mencionar que ademas esta ausencia de metabolitos deseados puede deberse
a diversos factores, como el tipo de cultivo que tuvo la planta, la altitud, la
temperatura 6 incluso el tiempo de recoleccion, condiciones que podrian
determinar la concentracion de minerales 6 micronutrientes, lo que explicaria la

ausencia de halos de inhibicién en los diferentes estudios.
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4.8.3 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE
Minthostachys spicata (Q’ESHUA MUNA) SOBRE CEPAS ATCC 25922 DE
Escherichia coli

TABLA N°92: Resultado de los didmetros de los halos de inhibicién del

Aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua Muia) sobre cepas
ATCC 25922 de Escherichia coli

N° . Didmetros de halos de inhibicion (mm) en cepas ATCC de
de Concentracion del E coll

disco extracto IG G NG Promedio
1 | Ciprofloxacino 4 ug 27.82 mm 28.73 mm 28.36 mm 28.30 mm
2 100% 9.96 mm 9.28 mm 9.29 mm 9.51 mm
3 90% 8.79 mm 8.87 mm 9.08 mm 8.91 mm
4 80% 8.16 mm 7.90 mm 7.90 mm 7.99 mm
5 70% 7.10 mm 7.33 mm 7.42 mm 7.28 mm
6 60% 7.39 mm 7.08 mm 6.96 mm 7.14 mm
7 50% 6.89 mm 6.80 mm 6.79 mm 6.82 mm
8 40% 6.48 mm 6.71 mm 7.01 mm 6.73 mm
9 30% 6.26 mm 6.80 mm 6.48 mm 6.51 mm
10 20% 0.00 0.00 0.00 0.00
11 10% 0.00 0.00 0.00 0.00
12 5% 0.00 0.00 0.00 0.00

FUENTE: Elaboracién Propia, 2020

DONDE:

e |G: Primer grupo de halos
e |IG: Segundo grupo de halos
e |lIG: Tercer grupo de halos

RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N°32 nos muestra los halos de inhibicion del “aceite esencial de
Minthostachys spicata (Q'eshua mufa)” sobre cepas ATCC 25922 de
Escherichia coli obtenidos a partir de pruebas realizadas por triplicado.

En dicha tabla se puede observar que el patron Ciprofloxacino 4ug obtuvo 28.30
mm de halo de inhibicién, siendo este el de mayor medida, seguido por el aceite
al 100% con un promedio de 9.51 mm, se puede observar tambien que las
concentraciones al 5, 10 y 20 % del aceite esencial no mostraron ningin halo de
inhibicion.
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De aqui determinamos que el “Aceite esencial de Minthostachys Spicata
(Q’eshua Murfa) sobre la cepa ATCC 25922 de Escherichia Coli” presenta un
halo minimo de 6.51 mm al 30%.

ANALISIS Y DISCUSION

En el estudio presentado por Torrenegra Alarcéon, 2016 @58 con el tema
“Composicién y actividad antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys
mollis”, se logré determinar que Staphylococcus aureus, S. epidermidis y
Escherichia coli, resultaron suceptibles a la accién antibacteriana del aceite
esencial de muia, lo cual convierte a dicho aceite promisorio para el control de
componentes bacterianos, considerando que en esta especie se tuvo como

componente mayoritario carvacrol.

En la region no se tiene informacion concreta sobre la especie en estudio, de tal
manera gue se tomd como primer punto de comparacién una planta del mismo
género pero de distinta especie, por lo que, consideramos que los resultados
variados pueden deberse a lo sugerido ya que haciendo una comparacion con la
composicién quimica nuestra especie tiene tan solo 0.7873 % de carvacrol, lo
cual puede ser un factor indispensable para que nuestro aceite tenga tan baja

actividad frente a Escherichia coli .

4.8.4 DETERMINACION DE LA SUSEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA IN
VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE Minthostachys spicata (Q’ESHUA
MUNA) SOBRE CEPAS ATCC 25922 de Escherichia coli FRENTE AL
PATRON CIPROFLOXACINO.

TABLA N°33: Prueba de suceptibilidad microbiana del Aceite esencial de
Minthostachys spicata (Q’eshua Muna) y el patron ciprofloxacino frente a
la cepa ATCC 25922 de Escherichia coli

Diametros de halos de inhibicion (mm)
RESISTENTE | INTERMEDIO | SENSIBLE
Ciprofloxacino 4 pg <15 16-20 212

(manual INS)
Ciprofloxacino 4 ug - - 28.3 mm
Aceite al 100% 9.51 mm - -

FUENTE: Elaboracién Propia, 2020

Farmacos
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RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N° 33 muestra los resultados de los halos de inhibicién obtenidos del
farmaco patron (Ciprofloxacino 4 ug) y del aceite de mufia al 100%, sobre la cepa
ATCC de Escherichia coli, dando como resultado un diametro de 28.3 mm y
9.51mm respectivamente, de acuerdo a estos resultados la cepa ATCC de
Escherichia coli es resistente Al aceites esencial de mufia al 100% y es sensible
al patrén Ciprofloxacino 4 g, todo esto en comparacion a los datos elaborados de
patrones estandar de halo de inhibiciébn para Escherichia coli del “Manual de
Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana por el Método de
Disco Difusion, 2012".(133)

TABLA N°34: Resultados descriptivos para la actividad antibacteriana del
Aceite esencial de Minthostachys Spicata (Q’eshua muna) sobre cepas
ATCC 25922 de Escherichia Coli

95% del intervalo de
. Desy Desy confianza para la _ _
N | Media ' ' media Minimo | M&ximo
Estandar | Error — —

Limite Limite

inferior | superior
C'p“zﬂﬁ’éac'”o 3 [28.3033| 0.45764 |0.26422| 27.1665 |29.4402| 27.82 | 28.73
100% 3 ] 9.5100 | 0.38974 |0.22502| 8.5418 |10.4782| 9.28 9.96
90% 3 ] 8.9133 | 0.14978 |0.08647| 8.5413 9.2854 | 8.79 9.08
80% 3| 7.9867 | 0.15011 |0.08667| 7.6138 | 8.3596 | 7.90 8.16
70% 3 | 7.2833 | 0.16503 |0.09528| 6.8734 | 7.6933 | 7.10 7.42
60% 3| 7.1433 | 0.22189 [0.12811] 6.5921 7.6945 | 6.96 7.39
50% 3 | 6.8267 | 0.05508 |0.03180| 6.6899 6.9635 | 6.79 6.89
40% 3| 6.7333 | 0.26577 |0.15344| 6.0731 7.3935 | 6.48 7.01
30% 3 |6.5133 | 0.27154 |0.15677| 5.8388 7.1879 | 6.26 6.80
Total 27| 9.9126 | 6.70198 |1.28980| 7.2614 |12.5638| 6.26 28.73

FUENTE: Valores brindados por el programa estadistico SPSS 25
RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N°34 nos muestra los resultados descriptivos de los halos de inhibicion
del “aceite esencial de Minthostachys spicata (Qeshua mufia) sobre cepas
ATCC 25922 de Escherichia coli” obtenidos a partir de pruebas realizadas por
triplicado. Se puede observar que la desviacion estandar de todos los grupos
posee valores muy bajos, siendo este pardmetro una medida de dispersion nos
indica que los datos recopilados son muy cercanos a su media, esto se traduce
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en que al realizar las pruebas por triplicado se obtuvo resultados similares intra

grupos.

TABLA N°3510: Resultados del andlisis de varianza (Anova) de la actividad
antibacteriana del Aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua muia)
sobre cepas ATCC 25922 de Escherichia coli

Suma de Media .
cuadrados Gl cuadréatica F Sig.
Entre | 11665570 | 8 145.821 |2082.609 | 0.000
grupos
Dentrode | 4 56 18 0.070
grupos

Total 1167.830 26

FUENTE: Valores brindados por el programa estadistico SPSS 25
RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N°35 nos muestra los resultados del test ANOVA “analisis de la varianza”
de los “Halos de inhibicion del aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua

mufa) sobre cepas ATCC 25922 de Escherichia coli’.

Se observa que la significancia posee un valor igual a cero, con lo cual se
rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis del investigador que indica que
existen diferencias estadisticamente significativas entre grupos, para determinar
entre que grupos se encuentran dichas diferencias se procede a realizar un Test
Post Hoc de Duncan.
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TABLA N°36: Resultados de la Prueba post hoc de Duncan para la
actividad antibacteriana del Aceite esencial de Minthostachys spicata
(Q’eshua muia) sobre cepas ATCC 25922 de Escherichia coli

Concentracion

Subconjunto para alfa = 0.05

N1 2 3 4 5 6 7
30% 3| 6.5133
40% 3| 6.7333 | 6.7333
50% 3| 6.8267 | 6.8267 | 6.8267
60% 3 7.1433 | 7.1433
70% 3 7.2833
80% 3 7.9867
90% 3 8.9133
100% 3 9.5100
Ciprofloxacino
4G 3 28.3033
Sig. 0.186 0.088 0.059 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000

FUENTE: Valores brindados por el programa estadistico SPSS 25

RESULTADOS E INTERPRETACION

En la tabla N°36 se observa los resultados de la prueba Post Hoc que nos

muestra los contrastes de igualdad de medias entre rangos, el cual realiza la

agrupacion en subconjuntos de la media de los Halos de inhibicion obteniéndose

en este caso 7 subconjuntos.

Cada subconjunto agrupa a los Halos de inhibicion que no poseen diferencias

estadisticamente significativas con una significancia mayor a 0.05, asi podemos

observar que ninguna de las concentraciones de Aceite escencial de

Minthostachys spicata (Q’eshua mufia) posee una actividad similar o parecida a

la del Patron Ciprofloxacino 4 pg.
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4.8.5 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE

Minthostachys spicata (Q’ESHUA MUNA) SOBRE CEPAS ATCC 27853 DE

Pseudomona aeuruginosa

TABLA N°37: Resultado de los diametros de halos de inhibicién del
Aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua muia) sobre cepas
ATCC 27853 de Pseudomona aeruginosa

N° de Concentracion del Diametros de halos de inhibicion (mr_n) en cepas
disco extracto ATCC de Pseudomona aeruginosa .
IG G NG Promedio
1 4 ug (Ciprofloxacino) | 32.69 mm | 34.39 mm | 33.36 mm 33.48 mm
2 100% 29.52 mm |30.61 mm | 30.10 mm 30.08 mm
3 90% 28.65 mm |30.20 mm | 28.75 mm 29.20 mm
4 80% 23.73 mm |23.66 mm | 24.64 mm 24.81 mm
5 70% 23.45 mm |26.51 mm | 23.04 mm 24.33 mm
6 60% 24.30 mm |23.02 mm | 22.34 mm 23.22 mm
7 50% 20.83 mm |22.42 mm |22.77 mm 22.01 mm
8 40% 23.03mm |21.74 mm | 19.45 mm 21.41 mm
9 30% 19.41 mm |16.86 mm | 21.68 mm 19.32 mm
10 20% 1499 mm |14.94 mm | 16.70 mm 15.54 mm
11 10% 11.89 mm |12.35 mm |12.67 mm 12.30 mm
12 5% 8.53 mm 8.28 mm | 8.65 mm 8.49 mm
FUENTE: Elaboracion Propia, 2020
DONDE:

e |G: Primer grupo de halos
e |IG: Segundo grupo de halos
e |lIG: Tercer grupo de halos

RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N°37 nos muestra los “halos de inhibicion del aceite esencial de

Minthostachys spicata (Q’eshua mufa) sobre

cepas ATCC 27853 de

Pseudomona aeruginosa” obtenidos a partir de pruebas realizadas por triplicado.

En dicha tabla se puede observar que el patron Ciprofloxacino 4ug obtuvo un

halo de inhibicion de 33.48 mm, siendo este el de mayor medida, seguido por el

aceite al 100% con un halo de inhibicién de 30.08 mm, se puede observar que

todas las concentraciones del Aceite esencial poseen marcada actividad

antibacteriana sobre cepas ATCC 27853 de Pseudomona aeruginosa.
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De aqui determinamos que el “Aceite esencial de Minthostachys Spicata
(Q'eshua muna) sobre cepas ATCC 27853 de Pseudomona aeruginosa”

presentd un halo de inhibicion minimo de 8.49 mm a una concentracion del 5%.
ANALISIS Y DISCUSION

Segln Carhuapoma Y. Mario, et. al, 2009, 159 en su trabajo de investigacion
titulado “Actividad antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys Mollis
Griseb (Ruyaq mufia)” se logré demostrar que las hojas recolectadas presentan
una elevada actividad frente a cepas ATCC de “Helicobacter pylori, Shigella
dysenteriae, Salmonella typhi y Pseudomonas aeruginosa”, atribuyendo que

dicho efecto se debe a la abundante presencia de fenoles.

En este caso, se logré6 ver una buena actividad antibacteriana frente a
Pseudomona aeruginosa, con tan solo una diferencia de 3.4 mm frente al patron
Ciprofloxacino 4ug, esto puede deberse a la gran cantidad de pulegona,
menthona, thymol y fenol presente en la composicion de nuestro aceite; tal como
se menciona en la investigacion dada por Carhuapoma, la presencia de fenol
podria ser un componente clave para una buena actividad frente a este tipo de
bacterias, pero también debemos mencionar que las cantidades de dichos
componentes pueden variar segun diversos factores, como el tipo de cultivo que
tuvo la planta, la altitud (segun nuestra investigacion la planta fue recogida a
2888 msnm a diferencia de la investigacion de Carhuapoma que fue a 3000

msnm), 0 incluso el método de obtencion de aceite.
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4.8.6 DETERMINACION DE LA SUSEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA IN
VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE Minthostachys spicata (Q’ESHUA
MUNA) SOBRE CEPAS ATCC 27853 DE Pseudomona aeuruginosa
FRENTE AL PATRON CIPROFLOXACINO.

TABLA N°3811: Prueba de suceptibilidad microbiana del Aceite esencial
de Minthostachys spicata (Q’eshua Muna) y el patrén ciprofloxacino
frente ala cepa ATCC 27853 de Pseudomona aeuruginosa

Diametros de halos de inhibicion (mm)
RESISTENTE | INTERMEDIO | SENSIBLE
Ciprofloxacino 4 ug <15 16-20 212
(manual INS)
Ciprofloxacino 4 ug - - 33.48 mm
Aceite al 100% - - 30.08 mm

FUENTE: Elaboracion Propia, 2020

RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N° 38 muestra los resultados de los halos de inhibicién obtenidos del
farmaco patron (Ciprofloxacino 4 pug) y del aceite de muiia al 100%, sobre la cepa
ATCC de Pseudomonas aeruginosa, dando como resultado un diametro de
33.48 mm y 30.08 mm respectivamente, de acuerdo a estos resultados la cepa
ATCC de Pseudomonas aeruginosa es sensible tanto para el aceite esencial de
mufia al 100% como para el patrén Ciprofloxacino 4 ug, todo esto en comparacion
a los datos elaborados de patrones estandar de halo de inhibicion para
Pseudomonas aeruginosa del “Manual de Procedimientos para la Prueba de

Sensibilidad Antimicrobiana por el Método de Disco Difusion, 2012”. (133)
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TABLA N°39: Resultados descriptivos para la actividad antibacteriana del
Aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua muia) sobre cepas

ATCC 27853 de Pseudomona aeruginosa

95% del intervalo
_ Desy Desy de confianz_a para _ _
N | Media L ' la media Minimo | M&ximo
Desviacion | Error — —

Limite Limite

inferior | superior
C'przﬂ‘:l’g‘c'”o 3 [33.4800| 0.85633 |0.49440| 31.3528 |35.6072| 32.69 | 34.39
100% 3 130.0767| 0.54537 |0.31487| 28.7219 |31.4315| 29.52 | 30.61
90% 3 129.2000| 0.86747 |0.50083| 27.0451 |31.3549| 28.65 | 30.20
80% 3 124.0100| 0.54672 |0.31565| 22.6519 |25.3681| 23.66 | 24.64
70% 3 124.3333| 1.89616 |1.09475| 19.6230 [29.0437| 23.04 | 26.51
60% 3 123.2200| 0.99519 |0.57457| 20.7478 |25.6922| 22.34 | 24.30
50% 3 122.0067| 1.03394 |0.59695| 19.4382 [24.5751| 20.83 | 22.77
40% 3 /21.4067| 1.81313 |1.04681| 16.9026 |25.9107| 19.45 | 23.03
30% 3 119.3267| 2.39609 |1.38338| 13.3745 [25.2789| 16.89 | 21.68
20% 3 /15.5433| 1.00201 |0.57851| 13.0542 |18.0325| 14.94 | 16.70
10% 3 /12.3033| 0.39209 |0.22637| 11.3293 [13.2773| 11.89 | 12.67
5% 3 |8.4867 | 0.18877 |0.10899| 8.0177 | 8.9556 | 8.28 8.65
Total 36/21.9494| 7.15702 |1.19284| 19.5279 |24.3710| 8.28 | 34.39

FUENTE: Valores brindados por el programa estadistico SPSS 25

RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N°39 nos muestra los resultados descriptivos de los “halos de inhibicion

del aceite esencial de Minthostachys spicata (Q'eshua mufia) sobre cepas ATCC

27853 de Pseudomona aeruginosa” obtenidos a partir de pruebas realizadas por

triplicado.

Se puede observar que la desviacion estandar de todos los grupos posee valores

muy bajos, siendo este parametro una medida de dispersion nos indica que los

datos recopilados son muy cercanos a su media, esto se traduce en que al

realizar las pruebas por triplicado se obtuvo resultados similares intra grupos.
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TABLA N°120: Resultados del andlisis de varianza (Anova) de la actividad

antibacteriana del Aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua

mufia) sobre cepas ATCC 27853 de Pseudomona aeruginosa

Suma de Media )
cuadrados Gl cuadréatica F Sig.
Entre grupos | 1756.884 11 159.717 106.721 | 0.000
Dentrode | 45419 24 1.497
grupos
Total 1792.802 35

FUENTE: Valores brindados por el programa estadistico SPSS 25

RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N°40 nos muestra los resultados del test ANOVA (analisis de la varianza)

de los Halos de inhibicién del aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua

mufa) sobre cepas ATCC 27853 de Pseudomona aeruginosa. Se observa que

la significancia posee un valor igua a cero, con lo cual se “rechaza la hipotesis

nula y se acepta la hipotesis del investigador que indica que existen diferencias

estadisticamente significativas entre grupos”, para determinar entre que grupos

se encuentran dichas diferencias se procede a realizar un test post hoc de

Duncan.

TABLA N°41: Resultados de la Prueba post hoc de Duncan para la

actividad antibacteriana del Aceite esencial de Minthostachys spicata
(Q’eshua muia) sobre cepas ATCC 27853 de Pseudomona aeruginosa

Concentracion

Subconjunto para alfa = 0.05

N1 2 3 4 5 6 7 8 9

5% 3 |8.4867

10% 3 12.3033

20% 3 15.5433

30% 3 19.3267

40% 3 21.4067

50% 3 22.0067 | 22.0067

60% 3 23.2200 | 23.2200 | 23.2200

80% 3 24.0100 | 24.0100

70% 3 24.3333

90% 3 29.2000

100% 3 30.0767
Ciprofloxacino

4 UG 3 33.4800

Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 0.098 0.069 0.303 0.389 1.000

FUENTE: Valores brindados por el programa estadistico SPSS 25
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RESULTADOS E INTERPRETACION

En la tabla N°41 podemos observar los resultados de la prueba Post Hoc de

Duncan que nos muestra los contrastes de igualdad de medias entre rangos, el

cual realiza la agrupacion en subconjuntos de la media de los Halos de inhibicion

obteniéndose en este caso 9 subconjuntos. Cada Subconjunto agrupa a los

Halos de inhibicion que no poseen diferencias estadisticamente significativas con

una significancia mayor a 0.05, asi podemos observar que ninguna de las

concentraciones de Aceite escencial de Minthostachys spicata (Q’'eshua muia)

posee una actividad similar o parecida a la del Patron Ciprofloxacino 4 ug,

tambien se tiene que las concentraciones del Aceite esencial al 90 y 100%,

poseen una actividad antibacteriana similar siendo estas las que presentaron un

mayor Halo de inhibicion.

4.8.7 ACTIVIDAD ANFUNGICA DEL ACEITE ESENCIAL DE Minthostachys
spicata (Q’ESHUA MUNA) SOBRE CEPAS ATCC 90028 DE Candida

albicans

TABLA N°42: Resultado de los diametros de halos de inhibicién del
Aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua muia) sobre cepas
ATCC 90028 de Candida albicans

Diametros de halos de inhibicion (mm) en

';Iiosgg Concs)r(lttrr:gtlgn del cepas ATCC de Céndida albicans

IG G "G Promedio
1 25 UG (Fluconazol) [29.16 mm | 29.15 mm |28.83 mm | 29.05 mm
2 100% 18.01 mm | 18.28 mm |16.47 mm | 17.59 mm
3 90% 16.81 mm |16.25 mm |16.57 mm | 16.54 mm
4 80% 15.41 mm |15.03 mm |15.46 mm | 15.30 mm
5 70% 14.80 mm | 14.96 mm | 14.75 mm | 14.84 mm
6 60% 14.60 mm | 14.77 mm | 14,52 mm | 14.63 mm
7 50% 14.14 mm | 14.60 mm | 14.00 mm | 14.25 mm
8 40% 12.07 mm |12.09 mm |12.62 mm | 12.26 mm
9 30% 10.11 mm |10.01 mm | 9.89 mm | 10.03 mm
10 20% 8.49 mm | 858 mm | 8.18 mm 8.42 mm
11 10% 741 mm | 7.50 mm | 6.78 mm 7.23 mm
12 5% 6.45 mm | 6.98 mm | 6.24 mm 6.56 mm

FUENTE: Elaboracion Propia, 2020
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DONDE:

e |IG: Primer grupo de halos
¢ |IG: Segundo grupo de halos
e |lIG: Tercer grupo de halos

RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N°42 nos muestra los “halos de inhibicion del aceite esencial de
Minthostachys spicata (Q'eshua muna) sobre cepas ATCC 90028 de Candida

albicans” obtenidos a partir de pruebas realizadas por triplicado.

En dicha tabla se puede observar que el patrén Fluconazol 25 pg obtuvo un halo
de inhibicion de 29.05 mm, siendo este el de mayor medida, seguido por el

aceite esencial al 100% con 17.59 mm.
ANALISIS Y DISCUSION

De aqui determinamos que “el aceite esencial de Minthostachys spicata
(Qeshua mufia) sobre cepas ATCC 90028 de Candida albicans” presenta un
halo de inhibicion de 7.23 mm al 10%. En un estudio realizado por Cano Perez,
et. al. 169 se logré demostrar “la actividad antimicotica in vitro y la elucidacion
de algunos de los metabolitos del aceite esencial de hojas de Minthostachys
mollis (mufia), logrando obtener un halo de inhibicién de 30 mm para el aceite
esencial al 100% y de 35 mm al 50% para Candida albicans”. Ademas, se logré
atribuir dicha actividad a la presencia de los siguientes monoterpenos: pulegona,

mentona, limoneno y mirceno.

Es necesario volver a mencionar que en la regibn no contamos con
investigaciones parecidas a la propuesta en esta investigacion, por lo que se hizo
la comparacién con la planta del mismo género, pero de distinta especie, es asi
como nos dimos cuenta sobre las diferencias significativas entre ambos géneros,
si bien es cierto nuestro aceite tuvo actividad antifingica frente a Candida
albicans, existe una diferencia con el patron de 11.46 mm, lo cual podria
considerarse un valor bajo de inhibicién para nuestro aceite. Como vimos en el

parrafo anterior la investigacion de Cano atribuye la actividad a la presencia de
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pulegona, mentona, limoneno y mirceno, componentes también presentes en

nuestro aceite, por lo que también tuvo efecto, pero no el esperado.

4.8.8 DETERMINACION DE LA SUSEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA IN
VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE Minthostachys spicata (Q’ESHUA
MURNA) SOBRE ATCC 90028 DE Candida albicans FRENTE AL PATRON
FLUCONAZOL

TABLA N°43: Prueba de suceptibilidad microbiana del Aceite esencial de
Minthostachys spicata (Q’eshua Muna) y el patrén fluconazol frente a la
cepa ATCC 90028 DE Céandida albicans

Diametros de halos de inhibicion (mm)

RESISTENTE | INTERMEDIO | SENSIBLE
Fluconazol 25 ug <14 15-18 192
(manual INS)
Fluconazol 25 ug - - 29.05 mm
Aceite al 100% - 17.59 mm -

FUENTE: Elaboracion Propia, 2020
RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N°43 muestra los resultados de los halos de inhibicion obtenidos del
farmaco patron (Fluconazol 25ug) Yy del aceite de mufa al 100%, sobre la cepa
ATCC de Candida albicans, dando como resultado un diametro de 29.05 mmy
17.59 mm respectivamente, de acuerdo a estos resultados la cepa ATCC de
Céandida albicans es sensible al farmaco patron, a diferencia del aceite esencial
de mufa al 100% que tiene una sensibilidad intermedia, todo esto en
comparacion a los datos elaborados de patrones estandar de halo de inhibicién
para Candida albicans del “Manual de Procedimientos para la Prueba de

Sensibilidad Antimicrobiana por el Método de Disco Difusion, 2012”. (133)
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TABLA N °13: Resultados descriptivos para la actividad antifungica del
Aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua muia) sobre cepas
ATCC 90028 de Candida albicans

95% del intervalo de
_ Desy Desy confianza_para la _ _
N | Media ' ' media Minimo | Maximo
Estandar | Error — —

Limite Limite

inferior superior
F'UZ‘;OEZZO' 3 129.0467| 0.18771 |0.10837| 28.5804 |29.5130| 28.83 | 29.16
100% 317.5867| 0.97644 |0.56375| 15.1611 |[20.0123| 16.47 | 18.28
90% 3 116.5433| 0.28095 |0.16221| 15.8454 |[17.2413| 16.25 | 16.81
80% 3 |15.3000| 0.23516 |0.13577| 14.7158 |15.8842| 15.03 | 15.46
70% 3 114.8367| 0.10970 |0.06333| 14.5642 |[15.1092| 14.75 | 14.96
60% 3 114.6300| 0.12767 |0.07371 14.3128 14.9472 | 1452 | 14.77
50% 3 114.2467| 0.31390 |0.18123| 13.4669 |[15.0264| 14.00 | 14.60
40% 3112.2600| 0.31193 |0.18009| 11.4851 [13.0349| 12.07 | 12.62
30% 3 /10.0033| 0.11015 |0.06360 9.7297 10.2770| 9.89 10.11
20% 3| 8.4167 | 0.20984 |0.12115 7.8954 8.9379 | 8.18 8.58
10% 3| 7.2300 | 0.39230 |0.22650 6.2555 8.2045 | 6.78 7.50
5% 3| 6.5567 | 0.38136 |0.22018 5.6093 7.5040 | 6.24 6.98
Total 36/13.8881| 5.86255 |[0.97709| 11.9045 |[15.8717| 6.24 | 29.16

FUENTE: Valores brindados por el programa estadistico SPSS 25

RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N°44 nos muestra los resultados descriptivos de los halos de inhibicion
del aceite esencial de Minthostachys spicata (Q'eshua mufia) sobre cepas ATCC
90028 de Candida albicans obtenidos a partir de pruebas realizadas por

triplicado.

Se puede observar que la desviacion estandar de todos los grupos posee valores
muy bajos, siendo este parametro una medida de dispersion nos indica que los
datos recopilados son muy cercanos a su media, esto se traduce en que al

realizar las pruebas por triplicado se obtuvo resultados similares intra grupos.
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TABLA N°14: Resultados del andlisis de varianza (Anova) de la actividad
antifungica del Aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua muia)
sobre cepas ATCC 90028 de Candida albicans

Suma de Media

cuadrados | Gl cuadratica F Sig.
Entre 1199.529| 11 109.048| 768.591| 0.000
grupos
Dentro de 3.405| 24 0.142
grupos
Total 1202.934| 35

FUENTE: Valores brindados por el programa estadistico SPSS 25
RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N°45 nos muestra los resultados del test ANOVA (analisis de la varianza)
de los “Halos de inhibicion del aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua
mufa) sobre cepas ATCC 90028 de Candida albicans”.

Se observa que la significancia posee un valor igua a cero, con lo cual se rechaza
la hipotesis nula y se acepta la hipotesis del investigador que indica que existen
diferencias estadisticamente significativas entre grupos, para determinar entre
gue grupos se encuentran dichas diferencias se procede a realizar un test post

hoc de Duncan.
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TABLA N°46: Resultados de la Prueba post hoc de Duncan para la
actividad antifungica del Aceite esencial de Minthostachys spicata
(Q’eshua muia) sobre cepas ATCC 90028 de Candida albicans

Subconjunto para alfa = 0.05

Concentracion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

5% 6.5567

10% 7.2300

20% 8.4167

30% 10.0033

40% 12.2600

50% 14.2467

60% 14.6300

70% 14.8367|14.8367

80% 15.3000

90% 16.5433

100% 17.5867

W WWWWWwwwwwlww| 2

Fluconazol 25 29.0467
pG

Sig. 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 0.081 | 0.145 | 1.000 | 1.000 | 1.000

FUENTE: Valores brindados por el programa estadistico SPSS 25
RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N°46 nos muestra los resultados de la prueba Post Hoc que nos muestra
los contrastes de igualdad de medias entre rangos, el cual realiza la agrupacion
en subconjuntos de la media de los Halos de inhibicion obteniéndose en este

caso 10 subconjuntos.

Cada Subconjunto agrupa a los Halos de inhibicion que no poseen diferencias
estadisticamente significativas con una significancia mayor a 0.05, asi podemos
observar que ninguna de las concentraciones de Aceite escencial de
Minthostachys spicata (Q’eshua mufia) posee una actividad similar o parecida a

la del Patron Fluconazol 25 pg.
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4.8.9 ACTIVIDAD ANFUNGICA DEL ACEITE ESENCIAL DE Minthostachys
spicata (Q’ESHUA MUNA) SOBRE CEPAS ATCC 28188 DE Trichopyton

rubrum

TABLA N°47: Resultado de los diametros de halos de inhibicion del
Aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua muia) sobre cepas
ATCC 28188 de Trichopyton rubrum

N° de Concentracion del Didmetros de halos qle inhibiciébn (mm) en

disco extracto cepas ATCC de Trichophytom rubrum _
IG (€] NG Promedio
1 30 uG (Terbinafina) |40.66 mm |40.21 mm |41.18 mm | 40.68 mm
2 100% 43.91 mm [40.30 mm |44.72 mm | 42.98 mm
3 90% 39.65 mm | 40.53 mm |40.88 mm | 40.35 mm
4 80% 38.23 mm | 37.46 mm |39.32 mm | 38.34 mm
5 70% 32.29 mm | 39.49 mm |30.54 mm | 34.11 mm
6 60% 29.58 mm | 34.03 mm |26.70 mm | 30.10 mm
7 50% 23.74 mm | 25.64 mm |20.41 mm | 23.26 mm
8 40% 11.72 mm [10.82 mm |11.56 mm | 11.37 mm

9 30% 9.3l mm | 6.85 mm | 7.35 mm 7.84 mm
10 20% 0.00 mm | 0.00 mm | 0.00 mm 0.00 mm
11 10% 0.00 mm | 0.00 mm | 0.00 mm 0.00 mm
12 5% 0.00 mm | 0.00 mm | 0.00 mm 0.00 mm

FUENTE: Elaboracion Propia, 2020
DONDE:

e |G: Primer grupo de halos

¢ |IG: Segundo grupo de halos
e |lIG: Tercer grupo de halos

RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N°47 nos muestra los “halos de inhibicion del aceite esencial de
Minthostachys spicata (Q’eshua mufia) sobre cepas ATCC 28188 de Trichopyton

rubrum” obtenidos a partir de pruebas realizadas por triplicado.

En dicha tabla se puede observar que el patron Terbinafina 30 uG obtuvo un halo
de inhibicion promedio de 40.68 mm, siendo la concentracion de Aceite esencial
al 100% la que present6 un mayor Halo de inhibicion promedio de 42.98 mm, se
puede observar tambien que las concentraciones al 5, 10 y 20 % del aceite

esencial no mostraron ningun halo de inhibicion.De aqui determinamos que el
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aceite esencial de Minthostachys spicata (Q'eshua mufa) sobre cepas ATCC
28188 de Trichopyton rubrum presenta un halo de inhibicion minimo promedio

de 7.84 mm a la concentracion de 30%.
ANALISIS Y DISCUSION

Es importante mencionar que no se tiene una investigacion de la especie en
cuestion frente a la cepa de Trichopyton rubrum, por lo que no se pudo hacer
una comparacion. Pero haciendo el analisis correspondiente sobre nuestros
resultados, la actividad obtenida fue mayor a la del patron, esto se deba
probablemente a los componentes presentes en el aceite, como la pulegona, la
menthona, timol, fenol, carvacrol. Componentes que en investigaciones como la
de Velazque Carrasco, 2019 “% mostraron ser efectivos frente a Trichopyton

rubrum, pese a ser otra la planta estudiada.

4.8.10 DETERMINACION DE LA SUSEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA IN
VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE Minthostachys spicata (Q’ESHUA
MUNA) Y DEL PATRON TERBINAFINA SOBRE CEPAS ATCC 28188 DE

Trichopyton rubrum

TABLA N°48: Prueba de suceptibilidad microbiana del Aceite esencial de
Minthostachys spicata (Q’eshua Muia) y el patrén terbinafina frente a la
cepa ATCC 28188 de Trichopyton rubrum

Diametros de halos de inhibicién (mm)
RESISTENTE | INTERMEDIO | SENSIBLE
Terbinafina 30 pg <12 25-35 402
(manual INS)
Terbinafina 30 ug - - 40.68 mm
Aceite al 100% - - 42.98 mm

FUENTE: Elaboracion Propia, 2020
RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N°48 muestra los resultados de los halos de inhibicion obtenidos del
farmaco patron (Terbinafina 30ug) y del aceite de mufa al 100%, sobre la cepa
ATCC de Trichopyton rubrum, dando como resultado un diametro de 40.68 mm
y 42.98 mm respectivamente, de acuerdo a estos resultados la cepa ATCC de

Trichopyton rubrum es sensible tanto para el aceite esencial de muia al 100%
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como para el patron Terbinafina 30pug. Es importante mencionar que actualmente
no se ha estandarizado ningun método de prueba de susceptibilidad a base de
agar para analizar dermatofitos, por lo que describimos los resultados en base a
ensayos Yy estudios previos con esta cepa y este patron considerandose fiables
y confiables por el Método de Disco Difusion, que asegura tener un régimen de

confianza alto. (61

TABLA N°49: Resultados descriptivos para la actividad antifungica del
Aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua muia) sobre cepas
ATCC 28188 de Trichopyton rubrum

95% del intervalo de
confianza para la
media
Desuv. Desuv. Limite Limite
N Media | Estandar | Error inferior superior | Minimo | Maximo
Terbinafina| 3 [40.6833| 0.48542 |0.28026| 39.4775 |41.8892| 40.21 | 41.18
30 pG

100 % 3 1429767 | 2.35318 [1.35861| 37.1311 48.8223| 40.30 | 44.72
90 % 3 ]40.3533| 0.63375 [0.36589| 38.7790 |41.9276| 39.65 | 40.88
80 % 3 138.3367| 0.93458 |0.53958| 36.0150 |40.6583| 37.46 | 39.32
70 % 3 134.1067| 4.74350 [2.73866| 22.3231 |45.8902| 30.54 | 39.49
60 % 3 130.1033| 3.69292 [2.13211| 20.9296 |39.2770| 26.70 | 34.03
50 % 3 [23.2633| 2.64738 [1.52847| 16.6869 |29.8398| 20.41 | 25.64
40 % 3 ]11.3667| 0.48014 |0.27721| 10.1739 |12.5594| 10.82 | 11.72
30 % 3 7.8367 | 1.30021 |0.75067 4.6068 11.0666| 6.85 9.31
Total 27 [29.8919| 12.68493 [2.44122| 24.8739 34.9098| 6.85 | 44.72

FUENTE: Valores brindados por el programa estadistico SPSS 25
RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N° 49 nos muestra los resultados descriptivos de los halos de inhibicion
del aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua mufia) sobre cepas ATCC
28188 de Trichopyton rubrum obtenidos a partir de pruebas realizadas por
triplicado. Se puede observar que la desviacién estandar de todos los grupos
posee valores muy bajos, siendo este pardmetro una medida de dispersion nos
indica que los datos recopilados son muy cercanos a su media, esto se traduce
en que al realizar las pruebas por triplicado se obtuvo resultados similares intra

grupos.
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TABLA N°50: Resultados del anélisis de varianza (Anova) de la actividad
antifungica del Aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua muia)

sobre cepas ATCC 28188 de Trichopyton rubrum

Suma de | Media = S
cuadrados 9 cuadréatica 9-
Entre 4079.359 | 8 509.920 | 88.058 | 0.000
grupos
Dentrode | 14,533 | 13 5.791
grupos
Total 4183.591 26

FUENTE: Valores brindados por el programa estadistico SPSS 25

RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N°50 nos muestra los resultados del test ANOVA “analisis de la varianza”

de los “Halos de inhibicion del aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua

mufia) sobre sobre cepas ATCC 28188 de Trichopyton rubrum”.

Se observa que la significancia posee un valor igual a cero, con lo cual se

rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis del investigador que indica que

existen diferencias estadisticamente significativas entre grupos, para determinar

entre que grupos se encuentran dichas diferencias se procede a realizar un test

post hoc de Duncan.

TABLA N°51: Resultados de la Prueba post hoc de Duncan parala
actividad antifungica del Aceite esencial de Minthostachys spicata
(Q’eshua muna) sobre cepas ATCC 28188 de Trichopyton rubrum

Subconjunto para alfa = 0.05
Concentracion N 1 2 3 4 5
30% 3 7.8367
40% 3| 11.3667
50% 3 23.2633
60% 3 30.1033
70% 3 34.1067
80% 3 38.3367
90% 3 40.3533 40.3533
Terbinafina 30 ug [ 3 40.6833 40.6833
100% 3 42.9767
Sig. 0.089 1.000 0.057 0.273 0.222

FUENTE: Valores brindados por el programa estadistico SPSS 25
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RESULTADOS E INTERPRETACION

La tabla N° 51 nos muestra los resultados de la prueba Post Hoc de Duncan que
nos muestra los contrastes de igualdad de medias entre rangos, el cual realiza
la agrupacién en subconjuntos de la media de los Halos de inhibicion

obteniéndose en este caso 5 subconjuntos.

Cada Subconjunto agrupa a los halos de inhibicion que no poseen diferencias
estadisticamente significativas con una significancia mayor a 0.05, asi podemos
observar que las concentraciones del Aceite esencial de Minthostachys spicata
(Qeshua mufa) al 80 y 90 % poseen una actividad similar a la del Patrén

Terbinafina 30 uG. Con una significancia de 0.273.

Tambien se obtiene de esta tabla que la concentracion de Aceite esencial de
Minthostachys spicata (Q'eshua mufia) al 100 % es la que presenté mayor

actividad actibidad antimicética.
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CONCLUSIONES

. Se logro evaluar la actividad antimicrobiana frente a cuatro cepas ATCC
del extracto etandlico al 96 % de Taraxacum officinale (Diente de leén) y
del aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua muna), siendo el
aceite quien obtuvo una mayor eficacia con los resultados para ambas
actividades frente al extracto etandlico al 96% de Taraxacum officinale
(Diente de ledn) quien no presento efecto antimicrobiano. Ademas, se
determind la actividad antioxidante de las mismas especies, obteniendo
un mejor resultado para el extracto etandlico que para el aceite.

. Se obtuvo el extracto etandlico al 96% de Taraxacum Officinale (diente de
ledn) y el aceite esencial de Minthostachys spicata (Q'eshua muna),
también se determiné el porcentaje de rendimiento siendo 7.66% y 0.25%
respectivamente y las caracteristicas organolépticas de ambas plantas.

. Se determinaron las propiedades fisicoquimicas el aceite esencial de
Minthostachys spicata (Q'eshua mufa) como: densidad, indice de
refraccion, rotacion Optica, indice de acidez e indice de saponificacion.

. Se realizo el analisis cromatografico del aceite esencial de Minthostachys
spicata (Q’'eshua mufia) teniendo como metabolitos secundarios pulegona
27.48%, L-mentona 16.48% e isomentona 9.22% en mayor cantidad. En
el caso del extracto etandlico al 96 % de Taraxacum officinale (Diente de
ledn) se realiz6 el andlisis fitoquimico cualitativo obteniendo fendlicos en

regular cantidad, y ausencia de flavonoides entre otros metabolitos.

. Se determind la actividad antioxidante in vitro del extracto etandlico al 96

% de Taraxacum officinale (Diente de ledén) dando un porcentaje de
captacion de 75.24% a la concentracion de 4mg/ml y del aceite esencial
de Minthostachys spicata (Q'eshua mufa) dando un porcentaje de
captacion de 73.60% a la concentracion de 32mg/ml.

El extracto etandlico al 96 % de Taraxacum officinale (Diente de le6n) no
presentd actividad antimicrobiana frente a ninguna cepa ATCC, mientras
gue el aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua muna) presento
actividad antimicrobiana para las cuatro cepas (Cepa ATCC 25922 de
Escherichia coli, Cepa ATCC 27853 Pseudomona aeruginosa, Cepa
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ATCC 90028 de Céandida albicans y la Cepa ATCC 28188 Trichopytom
rubrum) siendo resistente, sensible, intermedio y sensible

respectivamente.
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SUGERENCIAS

‘A LAS AUTORIDADES DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO
ABAD DEL CUSCO”

¢ “Incentivar a la a adquisicion de equipos y utilizacion de los mismos para
el estudio e investigacion de especies vegetales de nuestra region,
mediante concursos cientificos y posteriores adquisiciones de becas de

estudio”.

“A LOS DOCENTES DE LA CARRERA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA”

e Sugerir la utilizaciébn de materiales y equipo para el estudio adecuado y
profundizado de materias vegetales de nuestra ciudad.

¢ Organizar métodos para el cuidado, mantenimiento y buen manejo de los
nuevos instrumentos, equipos, maquinas ya adquiridas en laboratorio,
con el fin de continuar con mejor eficacia la realizacion de distintas
investigaciones.

e Incentivar a la participacion de publicaciones de trabajos cientificos en
revistas certificadas en la web, que posteriormente podrian servir como

fuente sertera de antecedentes a nivel mundial.

“A LOS ALUMNOS DE LA CARRERA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA”

e Realizar mas estudios con diferentes métodos de extraccion para la
obtencién de metabolitos de diferente naturaleza polar, asi como también
comparar sus actividades farmacoldgicas.

¢ Realizar un andlisis fitoquimico cuantitativo, para caracterizar cuantificar
y aislar los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico al
96 % de Taraxacum officinale (diente de leon) con el fin de evaluar los
mecanismos de accion de los principios activos responsables de la

actividad antioxidante y antibacteriana.
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e Realizar estudios de toxicidad del extracto etandlico al 96 % de
Taraxacum officinale (diente de ledon) y del aceite esencial de
Minthostachys spicata (Q’'eshua muna) para asi establecer una dosis
adecuada permitida para uso clinico.

e Desarrollar y evaluar formulaciones farmacéuticas con el aceite esencial
de Minthostachys spicata (Qeshua mufa), para su uso clinico y
coadyuvar en el tratamiento de afecciones causados por Trichophyton

rubrum.
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EL QUE SUSCRIBE PROFESOR INVESTIGADOR ASOCIADO AL HERBARIO VARGAS (CUZ)

CERTIFICA

Que las Seforitas Eliana Gisella Gutierrez Felix y Liz Indira Olivera Delgado, Bachilleres de la
Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco; me han presentado dos especimenes de plantas
herborizadas para su determinacion taxonémica, las mismas que al ser diagnosticada por mi
experiencia de campo, utilizacion de claves dicotomicas y consultas con bibliografia
especializada, pertenecen a las especies Minthostachys spicata y Taraxacum officinale, las
mismas que en concordancia con el Grupo del Sistema Filogenético de las Angiospermas
(Angiosperm Phylogeny Group. APG IV - 2016), presentan la siguiente posicion taxonémica:

Clase Magnoliopsida
Subclase Magnoliidae
Superorden Asteranae
Orden Asterales
Familia Lamiaceae
Género Minthostachys

Especie  Minthostachys spicata (Benth.) Epling
Sinonimias: Bystropogon glabrescens Benth., Bystropogon spicatus Benth.
Nombres comunes: “Rap’i mufia”, “Q’eshua mufia”, “Papa mufia”.

Clase Magnoliopsida
Subclase Magnoliidae
Superorden Asteranae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Taraxacum

Especie Taraxacum officinale F. H. Wigg.

Sinonimias : Leontodon taraxacum L., Leontodon vulgare Lam.Taraxacum dens-leonis Desf.
T. mexicanum DC., T. officinale var. palustre Brytt, T. retroflexum . Lindb., T.
subspatulatum A . ) . Richard, T. silvanicum R. Doll, T. taraxacum (L) H. Karst, T.

vulgare Schrank.
Nombres comunes : Misqui pilli”, “Pilli pilli”, “Achicoria”, “Diente de leén””Amargén”.

Se expide la presente certificacion para fines de investigacion.
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ANEXO N° 02

CERTIFICADO DE ANALISIS DE LA CEPA Escherichia coli ATCC 25922

Spocifications
Microorganism Name: Escherichia coli
Catalog Number: 0335

Lot Number: 335-348"

Reference Number: ATCC® 25922™*

Expiration Date: 2020/2/29
Release Information:

Quality Control Technologist: Chrstine Condon
Release Date: 2018/3/2

Purity: Pure
P: ge from Refe 3
Performance

Macroscopic Features: Medium:

h e i P
SRS B S RN LR e >
Microscopic Features: Method:
Gram negafive straight rod Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached |D System results document, (1) Oxidase (Kovacs): negative

Beta-ghucuronidase (E. coll Broth w/MUG): positve
(1) Ampicilin (10 mog - Disk Susceptibility): 16 - 22 mm
meam (10 meg - Disk Susceptibiity): 19 - 26

(1) SXT (1.2523.75 mog - Disk Susceptibility): 23 - 20

%@-

Amanda Kuperus
Quality Contral Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

HDisdamer The last dgtis) of the bt number sppearing on he product Bbel and paddng oip ame mecely & packs ging evect rumbee. The (ol rumber displaged on Bis
coMACaa 15 T actual hase of rum ber

Drotuce resuns O1an Gifler rom pubkdhed resus tbtaned by e metode, I f ;o cand, with #16 shortincubaon periad, may
it Refer 1o the enclosed product insert for ded use and P
ducts are wa cuture

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERY #2055.02

ATCC Licensed \* 5.&?&.‘%& RsRsa s 10 me s T emnaris a5 i prosos St om ATCES
\ Denvatsve )

(1] These tests ae accredited to ISONEC 17025 2005

TESTING CERT 22655.01

® 2012 Microbiologics, Inc. Al Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 10of 1 DOC 286
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ANEXO N° 03

CERTIFICADO DE ANALISIS DE LA CEPA Pseudomona aeruginosa
ATCC 27853

O Microbiologics:

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2019/9/30
Microorganism Name: Pseudomonas aeruginosa Release Information:
Catalog Number: 0353 Quality Control Technologist: Christine Condon

Lot Number: 353-331** Release Date: 2017/10/12

Reference Number: ATCC® 27853 ™*
Purity: Pure
P: ge from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Two colon es: Large, flat, circular to irregular shaped, gray with silver SBAP
sheen(ge‘%{);ty d smaIFand compact g PGy 9t
Microscopic Features: Method:
Straight or slightly curved gram negative rod Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Oxidase (Kovacs): positive

(1) Motility B Medium: positive
m?ﬂGentamicin (10 meg - Disk Susceptibility): 16 - 21

\Z- "i/"v\ P /41/:.. /}4”“

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

“*Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

Note for Vitek®: Although the Vitek® panel uses many conventional tests, the unique environment of the card, combined with the short incubation riod, ma;
produce results that differ from puuigl?ed resulls"axxined by other mest(hods. i L P 4

1. Refer to the enclosed product insert for i i use and y

are toa gnized culture

[ACCRED!TED!

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02

ATCC Licensed
\ Derivative )

&

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

lema iologics, Inc.'is licensed to use these trademarks and to sel products derived from

3 ;FIE';“:;CES lgﬁq%eg Bﬁg‘_\ﬁ}ive Emblem, the ATCC Licensed Derivative word ma{k and the ATCC catalo, mam;cgg

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005.

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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ANEXO N° 04

CERTIFICADO DE ANALISIS DE LA CEPA Céandida albicans ATCC

————

Microorganism Name: Candida albicans
Catalog Number: 0264

Lot Number: 264.32**

Reference Number: ATCC® 90028™*
Purity: Pure

Passage from Reference: 3

90028

Expiration Date: 2020/3/31

Release Information:

Quality Control Technologist: Mary L Bowman
Release Date: 2018/5/31

Macroscopic Features:

Microscopic Foatures:
Gram positive, ovoid, budding yeast celis.

Performance

Medium:

Small 1o medium, circular, convex, entire edge, aeam, gistening, opaque.  Nutrient

Method:
Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1)

Other Features/ Challenges: Results

See attached |1D System results document.

(1) Garm Tube Tes!: positive
(1) Chamydospore production: positive
Fluconazole (Etest MIC - mogimlL): 0.125-05
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Amanda Kuperus
Quality Control Manager
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ANEXO N° 05

CERTIFICADO DE ANALISIS DE LA CEPA Trichopyton rubrum ATCC
28188

(@) MICfOblOIOQIG’

Purity: < 0.1% Total Peliet CFU

Recovery: > 100 CFUs per Peliet
Passage from Reference: 4

' ﬁgm M%Mnmmmm

1D System: MEI None Other Features/ Chaflenges: Results m

Soe atiachad 1D | Test i

Sae gtiathad ID System results documant. m‘m‘mmmwm
Brad Goskowicz, President
AUTHORIZED SIGNATURE
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ANEXO N° 06

CERTIFICADO DE ANALISIS DEL DPPH

Calbiochem’

Certficate of Analysis

DPPH, Free Radical - CAS 1898-66-4 - Calbiochem

Batch Number: 2803502
Material Number: 300267-50MG
Molecular Formula: CiaM12NOy
Molecular Weight: 3043

RTECS Number: MW3250000
CAS Number: 1898-66-4

Quality Release Date: 17-AUG-2016
Recommended Retest Date: 31-MAY-2018

Analytical Data
Result
Test Tolerance DMF (10 mg/mi) or EXOH (5
Black
Color: Solid
Form:
Purity by Elemental 260.0 % 935%
analysis:
Carbon: §0.00 % - 58.00 % 55.20 %
Nitrogen: 16.00 % - 19.00 % 16.60 %
Storage and Handling: -20°C
This lot conforms to specifications established by EMD Millipore Corporation for this product.
>— - 24 Fibruary 2017
Quality Control / Assurance Date
Prices and svniabinty se subiect to change ©Copyigt 2017 EMD Milgore Corporason, am nitkate of Merck KGaA, Darmstact
Gormany Al nghts reserved Fach prosuct s sald with & limiod Y, which is peovided with aach e Each proouct s
PiarORd 10 DO UMD 107 TMNCh DUPOes Orly. 1 1 POt 10 be Used for drug of oorin i for uman
wue EMD Milpore roducts may not he resold, modfied for resale, or used 10 i p WHNOLE wrnen
apgrovel of ENO Mitpore

EMD Milipore Corporation | 28820 Single Onk Dr., Temeculs, CA 92590
Technical Support NA +1-800-221-1975 | emall: www.millipore.comlechservices | www calbiochaem. com
Techmical Support All Other Countries < Contact Your Local Office
FOR RESEARCH USE ONLY,
Nt for use In gagnostic prooadurea Not for Fuman o arimal consumption. Purchase of s product dces not incluge any nght o
resel o iracaier slther an 8 MAnd -alore product o A8 8 com ponert of anethar product Ary use of thia Pracuet for purpose other

than resasrch s roty prohitsed
= o oer hA, wnless ap y 18rtiT8d a4 BAIONGNG 1O B 1NN Darty, 808 Gwned Dy Mawch KOMA.
Oamuadt. Gormany
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CERTIFICADO DE ANALISIS DEL ACIDO ASCORBICO

Certificate of Analysis

ANEXO N° 07

1.00468.0100 L(+)-Ascorbic Acid for analysis EMSURE® ACS, ISO,Reag. Ph Eur

Batch K48743968

Spec. Values Batch Values
Assay (0o0metnc) 90.7 . 1005 “ mo *
Identity (IR-spectrum) conforms conforms
ApORarance white or simost while or almos!

wWhRe cstaiine white, crastating

Ppowde! powder
Appeararce of sotvten (B0 g1 CO, fee weer (€ 3INTY) e (€ 3NTU) st
water) and not 80 not 50 Intense in

mense in colour colour than reference

Tan relerence solution BY,

sohation BY,
pH (50 g COxfree water) 21-28 23
Spec. rotation JoJ2000 (Y00 gN, waler) *WE-2S o «209 -
Crioride ICY) €50 pom % pom
Ssphane (SO £ P =20 ppm
Cu (Coppan 58 pom =5 ppm
Fe (won) 2 [ 2 ppm
Heavy metais (as Pd) 510 [ 50 ppm
Oxic scd 502 - 102 “
Related substances (HPLC) (impurty C) £015 - 006 %
Relsted substances (HPLC) (mpurity D) €018 .. <0.01 v
Reisted substances (HPLC) (unspectied £0.% ~ «0.08 »
npurties Lngly)
Relgtod sutstances (HPLC) (sum of 02 % <01 ~
mpurties (excest impurty A and )
Sullted ash (600 *C) £008 ~ £008 *
Loss on Drying (105°C) 0 % <01 %
Diate of redaane (DD MM YYYY) 15.02.2017
Minimam shalf ife (DD MM YYYY) 31.01.2019

Dr. Stefan Froy

B -

This Socume hes been produced EECHONCAly Bnd B vBIo WINou! 8 BInature
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ANEXO 08

ACTIVACION DE CEPAS ATCC

KWIKSTIK'

KWIKSTIK®

INSTRUCCIONES CON ILUSTRACIONES

- M Sobre el borde de |a mesa de trabsjo 0 '3
encimera, agniate la amgolla en la partz
superior de KWIK-STIK (justo debajo del
menisco del liquido de la ampolia) para
liberar el Fquido hidratante.

Deje que i3 bolsa de KWIK-STIK sin abrir Retre la porcion de Iz etiqueta de tirar y
se adapte a la tamperatura ambiente. Abra rasgar y coléquesela a la placa de cultivo
I3 bolsa rasgando a Is aktura de la mussca principal o al registro de CC. No desarme
¥y quite |a unidad de KWIK-STIK. Ld&pmiﬁodﬂlehhmén‘
. J \ J
Manténgalo vertical y
polpee suavemente Apriete la parte
sobre una supearficie ""F'i“deh
dura para facditar el fijo unidad para que &l /
del liquido por el mango granulo se De inmediato, sature el hisope
hasta Ia parte inferior de = disuehaen el conel i
§a uridad que contienia el > liquido hasta lograr hidratado y transfiéralo 3l medio con
granulo. Tl agar correspondiente o utilicelo segin &
homogénea. P imi ¥ 3 del
/ / 1 Descarte el y
/-./ KWIK-STIK de forma
\ apropiada para

%Y
A

Inocule i3 piaca de cultivo principal girando
con suavidad el hisopo sobre un tercio de

Iz placa.

\ v

Por medio de un 3sa esterlizada, haga
=stnas para faciitar 2l aslamiento de la
colonia.

&

S

invertida(s) de cultivo principal
inoculada(s) a temperatura y en
condiciones apropiadas para el
microorganismo.

13 pégine del producto en
WHW.MICTODIBICGICS.Com.

De inmediato, incube Ia(s) placa(s)

Fara verel m2odo ge cLihO Ingrese &

w
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ANEXO 09

Ficha de recoleccion de la especie vegetal

Especie vegetal: Taraxacum officinale (diente de ledn)

Hora:......................

Caracteristicas Detalles

Nombre cientifico: Taraxacum officinale
Nombre Comun: (diente de ledn)
Familia: Asteraceae

Género: Taraxacum

Especie: Taraxacum officinale

— Regidn: cusco
— Provincia: Urubamba

Lugar de recoleccion: _ Distrito: Yucay

Partes usadas: - Raiz ()

— Tallo (x)

— Hojas (X)

— Flores ()

— Frutos ()
Corteza ()

Recolector: Br. Liz Indira Olivera Delgado
Br. Giselle Felix Gutierrez.

Observaciones

Fuente: Elaboracion propia, 2020
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Especie vegetal: Minthostachys Spicata (Q'eshua mufia)

Fecha:...... [...... [......
Hora:..............i.......
Caracteristicas Detalles

Nombre cientifico:

Minthostachys Spicata

Nombre Comun:

(Q’eshua munia)

Familia: Lamiaceae labiatae
Género: Minthostachys
Especie: Minthostachys Spicata (Beth.)

Lugar de recoleccion:

— Region: cusco
— Provincia: Urubamba
— Distrito: Yucay

Partes usadas:

- Raiz ()

— Tallo (x)

— Hojas (X)

— Flores ()

— Frutos ()
Corteza ()

Recolector:

Br: Liz Indira Olivera Delgado
Br. Giselle Felix Gutierrez.

Observaciones

Fuente: Elaboracién propia, 2020
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ANEXO 10

Ficha de recoleccién para la determinacion de la actividad antibacteriana del extracto etandlico al 96 %
de Taraxacum officinale (Diente de ledn) y del aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua muna)

HALOS DE INHIBICION (mm) DEL EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE LAS HOJAS Y TALLOS DE Taraxacum officinale
(Diente de leén) y DEL ACEITE ESENCIAL DE LAS HOJAS DE Minthostachys Spicata (Q’eshua mufia) FRENTE A CEPA

ATCC DE Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Candica albicans y T.rubrum, una para cada una.

Concentracién
del extracto en
(mg/mL)

Extracto etandlico al 96% DE Taraxacum
officinale (Diente de ledn)

Aceite esencial de Minthostachys Spicata
(Q’eshua muna)

I[(mm)

Il (mm)

ll (mm)

Promedio
(mm)

I[(mm)

I
(mm)

Il
(mm)

Promed
io (mm)

4

5

Farmaco
Patron

Fuente: Elaboracién propia, 2020
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ANEXO 11

DETERMINACION FITOQUIMICA CUALITATIVA

1. ENSAYO DE DRAGENDORFF

Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides, para ello, el
extracto seco debe redisolverse en 1 mL de &cido clorhidrico al 1 % en
agua. Si el extracto es acuoso, a la alicuota se le aflade 1 gota de &acido
clorhidrico concentrado, (calentar suavemente y dejar enfriar hasta
acidez). Con la solucion acuosa acida se realiza el ensayo, afiadiendo 3
gotas del reactivo de Dragendorff, si hay opalescencia se considera (+),

turbidez definida (++), precipitado (+++).23
2. ENSAYO DE MAYER

Proceda de la forma descrita anteriormente, hasta obtener la solucion
acida. Anada una pizca de cloruro de sodio en polvo, agite y filtre. Aflada
2 0 3 gotas de la solucion reactiva de Mayer, si se observa opalescencia

(+), Turbidez definida (++), precipitado coposo (+++).

Observacion: En el caso de alcaloides cuaternarios y/o amino-6xidos
libres, éstos solo se encontraran en el extracto acuoso y para considerar
su presencia la reaccion debe ser (++) 6 (+++), en todos los casos, ya que
un resultado (+), puede provenir de una extraccion incompleta de bases

primarias, secundarias o terciarias.?
3. ENSAYO DE WAGNER

Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucidon acida,
afadiendo 2 6 3 gotas del reactivo, clasificando los resultados de la misma

forma.z?
4. ENSAYO DE LIEBERMANN-BURCHARD

Permite reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o

esteroides, por ambos tipos de productos poseer un nudcleo del
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androstano, generalmente insaturado en el anillo B y la posicién 5-6. Para
ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe
evaporarse el solvente en bafo de aguay el residuo redisolverse en 1 mL
de cloroformo. Se adiciona 1 mL de anhidrido acético y se mezcla bien.
Por la pared del tubo de ensayos se dejan resbalar 2-3 gotas de acido
sulfarico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se tiene por un

cambio rapido de coloracion:

» Rosado-azul muy rapido.
» Verde intenso-visible, aunque rapido.

» Verde oscuro-negro-final de la reaccion.

A veces el ensayo queda en dos fases o desarrollo de color. Muy pocas
veces puede observarse el primer cambio. El tercer cambio generalmente
ocurre cuando el material evaluado tiene cantidades importantes de estos
compuestos. IMPORTANTE: Para realizar este ensayo no puede haber
agua en el medio de reaccion pues ésta con el acido sulfarico reacciona

de forma violenta y puede ocurrir un accidente.

La reaccion de Liebermann-Burchard se emplea también para diferenciar
las estructuras esteroidales de los triterpenoides, las primeras producen
coloracién azul o azul verdoso, mientras que para las segundas se
observa rojo, rosado o purpura. Estas coloraciones pueden variar por
interferencias producidas por carotenos, xantofilas y esteroides saturados

gue puedan estar presentes.??
ENSAYO DE BALJET

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con
agrupamiento lacténico, en particular Cumarinas, aunque otros
compuestos lactonicos pueden dar positivo al ensayo. Para ello, si la
alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe evaporarse el
solvente en bafio de agua y redisolverse en la menor cantidad de alcohol
(1 mL). En estas condiciones se adiciona 1mL del reactivo,
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considerandose un ensayo positivo la aparicion de coloraciéon o

precipitado rojo (++ y +++) respectivamente.?3
ENSAYO DE CATEQUINAS

Para ello, tome de la solucion alcohdlica obtenida una gota, con la ayuda
de un capilar y aplique la solucion sobre papel de filtro. Sobre la mancha
aplique solucion de carbonato de sodio. La apariciébn de una mancha

verde carmelita a la luz UV, indica un ensayo positivo.??
ENSAYO DE RESINAS

Para detectar este tipo de compuesto, adicione a 2 mL de la solucion
alcohdlica, 10 mL de agua destilada. La aparicion de un precipitado, indica

un ensayo positivo.?3
ENSAYO DE LA ESPUMA

Permite reconocer en un extracto la presencia de saponinas, tanto del tipo
esteroidal como triterpénica. De modo que, si la alicuota se encuentra en
alcohol, se diluye con 5 veces su volumen en agua y se agita la mezcla
fuertemente durante 5-10 minutos. El ensayo se considera positivo si
aparece espuma en la superficie del liquido de mas de 2 mm de altura y

persistente por mas de 2 minutos.??
ENSAYO DEL CLORURO FERRICO

Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos y/o taninos en
un extracto vegetal. Si el extracto de la planta se realiza con alcohol, el
ensayo determina tanto fenoles como taninos. Si el extracto es acuoso, el

ensayo determina fundamentalmente taninos:

» Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compuestos fenolicos en
general.

» Desarrollo de una coloracién verde intensa, taninos del tipo
pirocatecolicos.

» Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos.
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10.

11.

12.

13.

ENSAYO DE LA NINHIDRINA

Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia de aminoacidos
libres o de aminas en general. Se toma una alicuota del extracto en
alcohol, o el residuo de la concentracion en bafio de agua, si el extracto
se encuentra en otro solvente organico, se mezcla con 2 mL de solucién
al 2 % de ninhidrina en agua. La mezcla se calienta 5- 10 minutos en bafio
de agua. Este ensayo se considera positivo cuando se desarrolla un color

azul violaceo.%
ENSAYO DE SHINODA

Permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto de un
vegetal. Si la alicuota del extracto se encuentra en alcohol, se diluye conl
mL de &cido clorhidrico concentrado y un pedacito de cinta de magnesio
metdlico. Después de la reaccion se espera 5 minutos, se aflade 1 mL de
alcohol amilico, se mezclan las fases y se deja reposar hasta que se
separen. Si la alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede de
igual forma, a partir de la adicion del acido clorhidrico concentrado. El
ensayo se considera positivo, cuando el alcohol amilico se colorea de

amarillo, naranja, carmelita o rojo; intenso en todos los casos.?®
ENSAYO DE ANTOCIANIDINAS

Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia de estas
estructuras de secuencia C6-C3-C6 del grupo de los flavonoides. Se
calientan 2 mL del extracto etandélico 10 min. con 1 mL de HCL (c). Se deja
enfriar y se adiciona 1 mL de agua y 2 mL de alcohol amilico. Se agita y
se deja separar las dos fases. La aparicién de color rojo a marron en la

fase amilica, es indicativa de un ensayo positivo.?3
ENSAYO DE FEHLING

Permite reconocer en un extracto la presencia de azlcares reductores.
Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en agua, debe

evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1-2
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mL de agua. Se adicionan 2 mL del reactivo y se calienta en bafio de agua
5-10 minutos la mezcla. El ensayo se considera positivo si la solucion se
colorea de rojo o aparece precipitado rojo. El reactivo se prepara de la
siguiente forma: Solucién A: Se pesan 35 g de sulfato cuprico hidratado
cristalizado y se disuelven con agua hasta un volumen total de 1000 mL.
Solucién B: Se pesan 150 g de tartrato de sodio y potasio y 40 g de
hidréxido de sodio y se disuelven con agua hasta un volumen total de
1000 mL. Las soluciones se tienen preparadas de forma independiente y
se mezcla igual cantidad en volumen de cada una de ellas justo en el
momento de realizar el ensayo. Dicha mezcla es la que se adiciona a la
alicuota a evaluar. También pueden realizarse otros ensayos no
comprendidos en este esquema de tamizaje, para la deteccion de otros

compuestos.?3

14.ENSAYOS DE PRINCIPIOS AMARGOS Y ASTRINGENTES

El ensayo se realiza saboreando 1 gota del extracto acuoso o del vegetal
y reconociendo el sabor de cada uno de estos principios, bien
diferenciados al paladar.?®
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ANEXO 12

PREPARACION DE DISOLUCIONES DE DPPH

1. Se pes6 3.9 mg de DPPH y se aforé en 100 mL de etanol absoluto.

2. Disoluciones:

Ci1xVi=Cox V>

e Solucion madre: 3.9 mg/100 mL
e C1x100mL=3.9mgx 75 miL
C1=2.925 mg/100 mL
e C2x75mL=2.925mg x 50 mIL
C2=1.95 mg/100 mL
e (C3x50mL=1.95mg x 25 miL
C3=0.975 mg/100 mL
3. Resultados de absorbancias:
e Solucion madre: 1.060 de absorbancia
e C1=0.822 de absorbancia
e C2=0.549 de absorbancia
e (C3=0.286 de absorbancia
4. Tomando como disolucion ideal para el procedimiento la concentracion 2
(2.925 mg/100 mL) por estar dentro de los rangos permitidos de 0.8 — 1

de absorbancia para una longitud de onda a 517 nm.
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ANEXO 13
PREPARACION DE DISOLUCIONES DEL PATRON ACIDO ASCORBICO

1. Se pes6 20 mg de Acido ascoérbico y se aforé en 10 mL de etanol absoluto.

2. Disoluciones:

CUADRO PARA LA PREPARACION DE CURVA DE CALIBRACION DEL

Ci1xVi=Cox V>

Solucién madre: 20 mg/10 mL

20mg x V1 =10 mg x 10 mL:) Vi=5mL

10mg x V2 =5mg x 10 mLc) V2=5mL

5mg xVz=25mgx 10 mL) Va=5mL

ANEXO 14

PATRON ACIDO ASCORBICO

TUBO CONCENTRACION BLANCO | VOLUMEN | VOLUMEN
N° DE PATRON DPPH PATRON
1 Blanco (etanol 2mL - -
absoluto)
2 2 mg/mL - 1.5 mL 0.5 mL
3 1 mg/mL - 1.5mL 0.5 mL
4 0.5 mg/mL - 1.5mL 0.5 mL

FUENTE: Elaboracion Propia, 2020




ANEXO 15

PREPARACION DE DISOLUCIONES DEL EXTRACTO ETANOLICO AL
96% DE TARAXACUM OFFICINALE (DIENTE DE LEON) PARA ACTIVIDAD

ANTIOXIDANTE

1. Se peso 40 mg de extracto y se aforé en 10 mL de etanol absoluto.

2. Disoluciones:

C1xV1=Cox V2

e Solucion madre: 40 mg/10 mL

e 40mgxVi=20mgx 10 mL) Vi=5mL
e 20mgxV2=10mg x 10 mLL) V2=5mL
e 10mgxVz=5mgx 10 mLy Vs=5mL

e 5mgxVs=25mgx10mL) Va=5mL
e 25mgxVs=125mgx 10 mL) Vs=5mL

ANEXO 16

CUADRO PARA LA PREPARACION DE CURVA DE CALIBRACION DEL
DEL EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE TARAXACUM OFFICINALE (DIENTE

DE LEON) PARA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

TUBO CONCENTRACION BLANCO | VOLUMEN VOLUMEN
N° DE PATRON DPPH EXTRACTO
1 Blanco (etanol 2 mL - -
absoluto)
2 4 mg/mL - 1.5mL 0.5mL
3 2 mg/mL - 1.5mL 0.5mL
4 1 mg/mL - 1.5mL 0.5mL
5 0.5 mg/mL - 1.5mL 0.5mL
6 0.25 mg/mL - 1.5mL 0.5 mL
7 0.125 mg/mL - 1.5mL 0.5mL

FUENTE: Elaboracidn Propia, 2020

ANEXO 17
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PREPARACION DE DISOLUCIONES DEL ACEITE ESENCIAL DE
MINTOSTACHYS SPICATA (Q’ESHUA MUNA) PARA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE

1. Se peso6 320 mg de aceite y se aforé en 10 mL de etanol absoluto.

2. Disoluciones: Ci1x V1=Cyx V>

e Solucion madre: 320 mg/10 mL

e 320mg x V1=160mg x 10 mLr) Vi=5mL
e 160mgx V2 =80 mg x 10 mL) V2=5mL
e 80mgxVs=40mgx 10 mL) Vs=5mL
e 40mgxVs=20mg x 10 mLr) Va=5mL
e 20mgx Vs=10mg x 10 ml;) Vs=5mL
o 1Omg><V5:5mg><1OmLE>Ve=5mL

e 5mgxV7z=25mgx10mlL) Vz=5mL

ANEXO 18

CUADRO PARA LA PREPARACION DE CURVA DE CALIBRACION DEL
DEL ACEITE ESENCIAL DE MINTOSTACHYS SPICATA (Q’ESHUA MUNA)
PARA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

TUBO CONCENTRACION BLANCO | VOLUMEN | VOLUMEN
N° DE PATRON DPPH ACEITE
1 Blanco (etanol 2 mL - -

absoluto)
2 32 mg/mL - 1.5mL 0.5mL
3 16 mg/mL - 1.5mL 0.5 mL
4 8 mg/mL - 1.5mL 0.5mL
5 4 mg/mL - 1.5mL 0.5 mL
6 2 mg/mL - 1.5mL 0.5 mL
7 1 mg/mL - 1.5mL 0.5mL
8 0.5 mg/mL - 1.5mL 0.5mL

FUENTE: Elaboracidn Propia, 2020
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ANEXO 19

PREPARACION DE AGAR MACCONCKEY PARA ACTIVACION DE
CEPA ATCC 25922 DE ESCHERICHIA

© Liofilchem® - MacConkey Agar - Rev.0.1/23.10.2015
Instrucciones de Uso
ESPANOL

MacConkey Agar
Medio selectivo y diferencial para la deteccion de Enterobacteriaceae
a partir de muestras clinicas y otros materiales de acuerdo a USP/EP/JP.

DESCRIPCION

MacConkey Agar es un medio ligeramente selectivo que proporciona una excelente diferenciacion entre bacilos entéricos
Gram-negativos lactosa-fermentantes y no fermentantes, de heces, orina, alimentos, aguas residuales y otros materiales de
importancia sanitaria.

Este medio sigue las recomendaciones del método armonizado del la Farmacopea de los Estados Unidos (USP), Farmacopea
Europea (EP) y Farmacopea Japonesa (JP) para la deteccién de E. coli en productos no estériles.

FORMULA @/
Digerido Pancredtico de Gelatina 17.0
Peptona de Carne 1.5
Peptona de Caseina 1.5
Lactosa 10.0
Cloruro Sédico 5.0
Sales Biliares 1.5
Agar 15.0%
Rojo Neutro 0.03
Violeta de Cristal 0.001

pH final 7.1 + 0.2 a 25°C

* Ajustado segun la consistencia del gel para alcanzar las especificaciones de actuacion.

PRINCIPIO DEL METODO

El digerido pancreatico de gelatina, y las peptonas suministran los aminodcidos, nitrégeno, carbono, vitaminas y minerales
necesarios para el crecimiento de los microorganismos. La lactosa es el carbohidrato fermentable. El cloruro sédico
mantiene el equilibrio osmético del medio. Las sales biliares y el violeta de cristal son agentes selectivos que inhiben a los
organismos Gram-positivos, permitiendo el crecimiento de los Gram-negativos. El agar es el agente solidificante. El rojo
neutron es el indicador de pH.

PREPARACION

Medio deshidratado Suspender 51.5 g del polvo deshidratado en 1 litro de agua destilada o desionizada. Mezclar
bien. Calentar hasta la ebullicién removiendo frecuentemente hasta la completa disolucién.
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Medio en botellas Disolver el contenido de la botella en un bano con agua a 100°C (con el tapén ligeramente
desenrroscado) hasta su completa disolucién. Comprobar la homogeneidad del medio
disuelto, girar la botella si es necesario para ayudar a la homogeneizacién. Enfriar a 45-50°C,
mezclar bien evitando la formacién de burbujas y distribuir en placas Petri de forma aséptica.

PROCEDIMIENTO DEL TEST

Inocular las placas directamente por estriacion en el agar o extender la muestra procedente de un medio pre-enriquecido.
Incubar en aerobiosis a 35 + 2°C durante 18-24 h

Para aislar E. coli en productos farmacéuticos, los métodos armonizados de las farmacopeas USP/EP/JP recomiendan realizar
antes dos pasos de enriquecimiento inoculando la muestra en Tryptic Soy Broth (ref. 452080) y posteriormente en
MacConkey Broth (ref. 494000). Realizar un subcultivo en una placa de MacConley Agar e incubar aerobicamente a
30-35°C durante 18-72 horas.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los organismos no fermentantes de la lactosa, como Salmonella, Shigella y Proteus spp, forman colonias claras o incoloras.
Los organismos fermentantes de la lactosa, como E. coli y Klebsiella spp, forman colonias rojo-rosaceas con o sin zona de
precipatado de bilis.

Los Enterococci, Staphylococci y otras bacterias Gram-positivas estan inhibidas parcial o completamente.

ASPECTO
Medio deshidratado: suelto, homogéneo, beige rosaceo.
Medio preparado: ligeramente opalescente, rojo - rosiceo.

ALMACENAMIENTO

El polvo deshidratado es muy higroscépico, almacenar a 10-30°C, en un entorno seco, en su frasco original correctamente
cerrado. Almacenar las botellas y las placas preparadas a 10-25°C fuera del contacto de la luz. No utilizar el producto fuera
de la fecha de caducidad descrita en la etiqueta o si el producto presenta alguna muestra de deterioro o contaminacion.

VIDA UTIL
Medio deshidratado: 4 anos.

Medio en botellas: 2 afios.
Placas preparadas: 6 meses.
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ANEXO 20

PREPARACION DE AGAR CETRIMIDE PARA ACTIVACION DE CEPA
ATCC 27853 DE PSEUDOMONA AERUGINOSA

Dehydrated culture medium
Rev. 1 - 3¢ Ed. 2004

Page 1 of 2

PSEUDOMONAS (CETRIMIDE) AGAR
Selective medium for Pseudomonas aeruginosa isolation, according to European
Pharmacopoeia.

TYPICAL FORMULA (a/)
Pancreatic digest of gelatin 20.0

Magnesium Chloride 1.4
Dipotassium Sulphate 10.0
Cetrimide 0.3
Agar 15.0

Final pH =7.2+ 0.2 at 25 °C.

DIRECTIONS

Suspend 46.7 g of powder in 990 ml of distilled or deionized water.
Add 10 ml of Glycerol supplement (code 80021).

Heat until completely dissolved.

Sterilize in autoclave at 121 °C for 15 minutes.

Dispense in petri dishes.

DESCRIPTION

PSEUDOMONAS (CETRIMIDE) AGAR is recommended by the European Pharmacopoeia for the isolation and identification of
Pseudomonas strains.

The medium promotes the production of fluorescein (pyoverdin), a green-yellow fluorescent pigment that oxidizes to yellow. It is
water-soluble and, unlike pyocyanin (blue-green pigment), is not soluble in chloroform. The pigment diffuses throughout the
medium and the fluorescent yellow-green color is observed.

Gelatin pancreatic digest provide the nutrient growth factors: nitrogen, vitamins, minerals and amino acids. Glycerol is the
carbon source. Magnesium chloride and dipotassium sulfate enhance the production of pyocyanin, pyoverdin and fluorescein.
Cetrimide is the selective agent as it inhibits the growth of the accompanying microbial flora.

TECHNIQUE

Inoculate the medium using the streak plate method to obtain isolated colonies.

Incubate for 18-48 hours at 36 + 1 °C.

Examine for the presence of a good growth and pigment production.

Pseudomonas aeruginosa colonies will be green to blue-green with pigment that diffuses into the medium.

The identification of Pseudomonas aeruginosa is completed by performing oxidase test and the differential tests for the
production of fluorescein and pyocyanin on, respectively, Pseudomonas Agar F (code 610309) and Pseudomonas Agar P
(code 610310).

QUALITY CONTROL

Dehydrated medium

Appearance: free-flowing, homogeneous.

Color: very light beige.

Prepared medium

Appearance: slightly opalescent, firm.

Color: light amber.

Incubation conditions: 36 + 1 °C for 18-48 hours.

Microorganism ATCC Growth Appearance
Pseudomonas aeruginosa 9027 good green to blue-green
Pseudomonas aeruginosa 27853 good green to blue-green
Escherichia coli 25922 poor
LIOFILCHEM s.r.1.
Via Scozia, Zona Ind.le - 64026, Roseto D.A. (TE) - ITALY IV D

Phone +390858930745 Fax +390858930330
Website: www.liofilchem.net  E-mail: liofilchem@liofilchem.net
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ANEXO 21

PREPARACION DE AGAR SABOURAUD PARA ACTIVACION DE CEPA
ATCC 90028 DE CANDIDA ALBICANS Y 28188 DE TRICHOPYTON
RUBRUM

© Liofilchem® - Sabouraud Dextrose Agar - Rev.0/20.11.2015
Instrucciones de Uso

Sabouraud Dextrose agar FSPANOL

Medio para el cultivo, aislamiento y contaje de hongos y levaduras
a partir de differentes materiales, de acuerdo con EN I1SO 11133 y USP/EP/JP.

DESCRIPCION

El Sabouraud Dextrose Agar (SDA) es un medio de aislamiento no selectivo utilizado para el crecimiento y mantenimiento
de hongos patdgenos y no patégenos a partir de muestras clinicas y no clinicas. Se utilize también para la recuperacion y
contaje de hongos y levaduras en control ambiental.

Este medio sigue la ISO 11133 para analisis microbiolégicos de alimentos humanos, animales y andlisis de agua, donde se
describe como el medio de referencia para llevar a cabo un anlisis cuantitativo en medios de cultivo destinado para los
hongos.

Su formulacién sigue la recomendaciones de los métodos armonizados de la Farmacopea de los Estados Unidos (USP),
Farmacopea Europea (EP) y Farmacopea Japonesa (JP), para el control microbioldgico de productos no estériles. Este medio
también estd disponible en placas Petri con envoltura triple, aconsejadas para zonas restringidas aisladas como salas

blancas.

FORMULA @&/h
Digerido Pancredtico de Caseina 5.0
Digerido Péptico de Tejido Animal 5.0
Dextrosa 40.0
Agar 15.0

pH Final 5.6 + 0.2 at 25°C

PRINCIPIO DEL METODO

El digerido pancredtico de caseina y el digerido péptico de tejido animal suministran los aminodcidos, nitrégeno, carbono,
vitaminas y minerales necesarios para el crecimiento de los microorganismos. La Dextrosa es la fuente de energia. El agar es
el agente solidificante. La elevada concentracién de dextrosa y la acidez del pH del medio, confieren la selectividad por los

hongos.

Se puede anadir cloranfenicol como suplemento para aumentar la inhibicién bacteriana y recuperacién de dermatofitos.
PREPARACION

Medio deshidratado Suspender 65 g del polvo deshidratado en 1 litro de agua destilada o desionizada. Mezclar

bien. Calentar hasta la ebullicién removiendo frecuentemente hasta la completa disolucion.
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Medio en botellas Disolver el contenido de la botella en un bafio con agua a 100°C (con el tapén ligeramente
desenrroscado) hasta su completa disolucién. Comprobar la homogeneidad del medio
disuelto, girar la botella si es necesario para ayudar a la homogeneizacién. Enfriar a 45-50°C,
mezclar bien evitando la formacién de burbujas y distribuir en placas Petri de forma aséptica.

PROCEDIMIENTO DEL TEST

Uso clinico

Cultivar la muestra tan pronto como sea posible después de haberla recibido en el laboratorio para obtener colonias
aisladas

Los tubos semitendidos se usan sobre todo con cultivos puros para mantenimiento y otros objetivos.

Las condiciones de incubacién pueden variar segn el tipo de muestra y los microorganismos que busquemos.

Uso alimentario humano, animal y andlisis de aguas
Seguir la EN ISO 11133 para instrucciones particulares.
Uso industrial

Control de productos no estériles
Seguir el procedimiento descrito en los capitulos armonizados de la Farmacopea.

Control pasivo del aire

Retirar la tapa de la placa y dejar el medio expuesto al aire durante un tiempo no superior a 4 horas. Las placas se pueden
posicionar de acuerdo al esquema 1/1/1 (durante 1 h, aproximadamente 1 sobre el suelo, y por o menos a 1 m de las
paredes y otros obstaculos).

Superficies y control de la higiene personal

Utilizar un tampon para muestras para superficies irregulars o utilizar el modelo de muestreo 10x10 (ref. 96762) para
controlar un area definida de la superficie a controlar. Inocular una placa de 90 mm por estriacién frotando el tampon
contra la superficie agarizada. Ademads, el medio es aconsejable para el control de la higiene personal para detectar
contaminaciones microbianas en guantes o manos.

Incubar las placas a 20-25°C durante 5-7 dias 6 a 30-35°C durante 24-48 horas.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La transferencia del crecimiento desde tubos semitendidos a placas Petri puede ser necesaria para obtener cultivos puros de
hongos. Examinar las colonias con morfologia caracteristica. Tests bioquimicos pueden ser necesarios para una
identificacién final.

El contaje total combinado de hongos/levaduras (TYMC) se considera como similar al nimero CFU encontrado por placa.
Cuando se relata un criterio de calidad microbioldgica se interpreta como se explica a continuacién:

e 10" CFU: contaje médximo aceptable = 20;

* 10% CFU: contaje méximo aceptable = 200;

¢ 10° CFU: contaje maximo aceptable = 2000, y asi sucesivamente.

Incubar las placas a 20-25°C durante 5-7 dias 6 a 30-35°C durante 24-48 horas.
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ANEXO 22

PREPARACION DE CALDO BHI (BRAIN HEART INFUSION) PARA LA
CONSERVACION DE BACTERIAS Y HONGOS

© Liofilchem® - Brain Heart Infusion Broth - Rev.0.1/12.04.2017
Instrucciones de Uso

Brain Heart Infusion Broth ESPAROL

Medio liquido para el cultivo de diferentes organismos exigentes y
para la deteccion de estafilococos, de acuerdo a la 1ISO 6888.

DESCRIPCION

Brain Heart Infusion Broth es un medio liquido utilizado para el cultivo de microorganismos exigentes y no exigentes,
incluyendo bacterias aerébicas y anaerébicas, desde muestras clinicas, ambientales y alimentos.

Este medio se aconseja pera el cultivo de estafilococos coagulasa-positivos staphylococci para el test de la coagulasa en
plasma de acuerdo a la ISO 6888.

Brain Heart Infusion Broth esta recomendado por la APHA para el andlisis de aguas potables y aguas de descarga y por la
CLSI para la preparacién de los inéculos para los estudios de susceptibilidad antimicrobiana

FORMULA @/
Digerido Enzimatico de Tejidos Animales 10.0
Infusién Deshidratada de Cerebro de Ternera 12,5
Infusién Deshidratada de Corazén de Ternera 5.0
Glucosa 2.0
Cloruro Sédico 5.0
Disodio Hidrégeno Fosfato , Anhidro 25

pH Final 7.4 + 0.2 a 25°C

PRINCIPIO DEL METODO

El digerido enzimatico y la infusion de corazén y cerebro suministran los aminodcidos, nitrégeno, carbono, vitaminas y
minerales necesarios para el crecimiento de los microorganismos. La Glucosa es la fuente de carbohidratos. El cloruro
sédico mantiene el equilibrio osmético del medio. El Disodio hidrégeno fosfato es el tampén.

PREPARACION

Medio deshidratado Suspender 37 g del polvo deshidratado en 1 litro de agua destilada o desionizada. Mezclar
bien. Calentar hasta la ebullicién removiendo frecuentemente hasta la completa disolucion.
Distribuir en los recipientes finales. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

PROCEDIMIENTO DEL TEST

Si se obtiene el cultivo directamente desde un tampén, introducir éste en el caldo después de ser inoculado en una placa
Petri. Para muestras liquidas, transferir un asa de la muestra al caldo usando un asa estéril o pipeteando asépticamente la
muestra a un medio en placa y al caldo. Examinar el crecimiento después de 24-72 horas de incubacién.

Nota: Se recomienda que para la incubacién anaerdbica el medio liquido deberia reducirse antes de ser inoculado,
sometiendo los tubos (con tapones parcialmente desenrroscados) a condiciones anaerdbicas durante 18-24 horas.
Alternativamente, el medio se puede reducir llevdndolo hasta 100°C en un bafio. Desenrroscar los tapones parcialmente
antes de calentar y cerrar cuando se enfrien a la temperatura ambiente.

Para realizar las pruebas de la coagulasa en plasma, segin la ISO 6888, inocular los tubos de Brain Heart Infusion Broth
con una colonia seleccionada desde placas de Baird Parker Agar (ref. 10020). Incubar a 37 + 1°C durante 24 + 2 horas.
Anadir 0.1 ml de cada cultivo a 0.3 ml de plasma de conejo. Examinar después de 4-6 horas de incubacién a 37°C para
comprobar la coagulacién del plasma.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
La turbidez indica crecimiento micrébico.

El test de la coagulasa se considera positivo si el volumen coagulado es superior a la mitad del volumen inicial del liquido.

ASPECTO
Medio deshidratado: suelto, homogéneo, beige claro.
Medio preparado: claro, ambar

ALMACENAMIENTO

El polvo deshidratado es muy higroscopico, almacenar a 10-30°C, en un entorno seco, en su frasco original correctamente
cerrado. Almacenar las botellas y Los tubos a 10-25°C fuera del contacto de la luz. No utilizar el producto fuera de la fecha
de caducidad descrita en la etiqueta o si el producto presenta alguna muestra de deterioro o contaminacién.

SHELF LIFE
Medio deshidratado: 4 afos.

Medio en botellas: 3 afos.
Medio en tubos: 2 anos.
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ANEXO 23

PREPARACION DE MUELLER HINTON para la REPLICACION DE BACTERIAS Y HONGOS

© Liofilchem® - Mueller Hinton Il Agar - Rev.2/30.10.2015
Instructions For Use

Mueller Hinton 11 Agar ENGLISH
Medium for antimicrobial susceptibility testing
by the disc diffusion technique, according to CLSI and EUCAST.
DESCRIPTION

Mueller Hinton Il Agar is a medium recommended for antimicrobial susceptibility testing of common, rapidly growing
aerobic microorganisms by the disc diffusion technique (Kirby-Bauer method), as standardized by the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) and the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).

TYPICAL FORMULA g/
Beef Extract 2.0
Acid Hydrolysate of Casein 17:5
Starch 1.5
Agar 17.0

Final pH 7.3 + 0.2 at 25°C

METHOD PRINCIPLE

Acid hydrolysate of casein and beef extract supply amino acids, nitrogen, minerals, vitamins, carbon and other nutrients
which support the growth of microorganisms. Starch acts as a protective colloid against toxic molecules which can be
present in the medium. Hydrolysis of starch during autoclaving supplies a little amount of glucose, which is a source of
energy. Agar is the solidifying agent.

The Kirby-Bauer method is based on the diffusion, through the agar, of the antimicrobial substance which soaks the paper
disc. Each disc has a single concentration of the antimicrobial agent that inhibits the microorganism growth showing an halo
around the disc. The diameter of the inhibiting halo is correlated with the Minimal Inhibitory Concentration (MIC).

Mueller Hinton Il Agar is manufactured to contain low levels of thymine and thymidine and controlled levels of calcium and
magnesium ions.

PREPARATION

Dehydrated medium Suspend 38 g of the powder in 1 liter of distilled or deionized water. Mix well. Heat until
completely dissolved. Sterilize in autoclave at 121°C for 15 minutes. Cool to 45-50°C. Aseptically
dispense in Petri dishes.

Medium in tubes/bottles Melt the content of the tube/bottle in a water bath at 100°C (loosing the cap partially removed)
until completely dissolved. Then screw the cap and check the homogeneity of the dissolved
medium, if it is the case turning the tube/bottle upside down. Cool at 45-50°C, mix well avoiding
foam formation and aseptically distribute into Petri dishes.

TEST PROCEDURE

1. Prepare a standardized suspension of the test organism using either the direct colony suspension or growth method.
. Dip a sterile cotton swab into the adjusted suspension.

. Inoculate the surface of the plate by streaking the swab over the entire agar surface.

. Apply the antimicrobial discs onto the surface of the inoculated agar plate.

. Incubate aerobically at 35 + 2°C for 16-18 hours.

[SESRYSEN]

INTERPRETING RESULTS

After incubation measure the diameter of the zone of complete inhibition including the diameter of the disc. Interpret zone
sizes by referring to the current CLSI or EUCAST procedures and standards. Report the organism as susceptible, intermediate
or resistant to the agents that have been tested.

APPEARANCE
Dehydrated medium: fine, dry, homogeneous, free of extraneous material, beige.
Prepared medium: slightly opalescent, amber.

STORAGE

The powder is very hygroscopic, store the powder at 10-30°C, in a dry environment, in its original container tightly closed.
Store tubes, bottles and prepared plates at 10-25°C away from light. Do not use the product beyond its expiry date on the
label or if product shows any evidence of contamination or any sign of deterioration.

SHELF LIFE

Dehydrated medium: 4 years.
Medium in tube/bottle: 2 years.
Ready-to-use plates: 6 months.

QUALITY CONTROL
The plates are controlled by performing antimicrobial susceptibility tests as defined by CLSI and EUCAST with the microbial
strains indicated in the QC table.

Thymine and thymidine levels of raw materials are determined using the disc diffusion procedure with trimethoprim-
sulfamethoxazole (SXT) discs and Enterococcus faecalis ATCC®29212. Calcium and magnesium levels are controlled by
testing raw materials and supplementing with sources of calcium and/or magnesium as required to produce correct zone
diameters with aminoglycoside antibiotics and Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853.

Page 1 of 2
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PREPARACION DE DISOLUCIONES DEL EXTRACTO ETANOLICO AL
96% DE TARAXACUM OFFICINALE (DIENTE DE LEON) PARA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA Y ANTIFUNGICA

1. Se pes06 2400 mg de extracto y se aforé en 6 mL de etanol absoluto.

2. Disoluciones: C1x V1=Cy x V2

e Solucion madre: 2400 mg/6 mL

e 2400 mg x V1 =2200 mg x 6 mLv Vi=5.5mL; 400 mg/mL
e 2200 mg x V2 =2000 mg x 6 mLY V2=5.45mLL 367 mg/mL
e 2000 mg x V3 =1800 mg x 6 mL5y V3=5.4 mL5 333 mg/mL

e 1800 mg x V4 =1600 mg x 6 mL~ V4= 5.33 mL-) 300 mg/mL
e 1600 mg x Vs = 1400 mg x 6 mLY Vs=5.25 mLc) 267 mg/mL
e 1400 mg % Ve = 1200 mg x 6 mLY Ve=5.14 mL,y 233 mg/mL
e 1200 mg x V7 =800 mg x 6 mLE) Vz=4 mL;) 200 mg/mL

e 800 mg x Vg=400mg x 6 mLL) Vg=3 mLy 133 mg/mL

e 400 mg x Vg =200 mg x 6 mLE) Vo=3 mLc) 67 mg/mL

e 200 mg % V1o =100 mg x 6 mL5 Vio=3 mLc) 33 mg/mL

e 100 mg x V11 =50 mg x 6 mL5) Vi1=3 mLL) 16,67 mg/mL

e 50mgxViz2=25mg x 6 mL5) Vi2=3 mL ) 8.33 mg/mL
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PREPARACION DE DISOLUCIONES DE PATRON TERBINAFINA Y

FLUCONAZOL
e TERBINAFINA
30 pug terbinafina 10 pl disco
X 1000 pl

X = 3000 pug terbinafina
Convertir en mg para pesar:

1mg 1000 pg
X 3000 pg terbinafina
X=3mg
Se pes6 3 mg de terbinafina en 1 ml de etanol absoluto

e FLUCONAZOL

25 pg fluconazol 10 pl disco
X 1000 pl
X = 2500 pug fluconazol

Convertir en mg para pesar:
1mg 1000 pg
X 2500 pug fluconazol

X=2.5mg
Se peso6 2.5 mg de fluconazol en 1 ml de etanol absoluto

ANEXO 26
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CONTROL MICROBIOLOGICO DEL EXTRACTO ETANOLICO AL
96% DE Taraxacum officinale (Diente de ledn)
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CONTROL MICROBIOLOGICO DEL DEL ACEITE ESENCIAL DE
Minthostachys spicata (Q’eshua muia)
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ANEXO 27

CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADO AL ESPECTRO DE
MASAS DEL ACEITE ESENCIAL DE Minthostachys spicata
(Q’eshua muna)
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REGISTRO FOTOGRAFICO

PARTE N°01: RECOLECCION DE LAS ESPECIES EN ESTUDIO

FIGURA N°01: Yucay distrito de Urubamba, departamento de Cusco, a

2885-2890 m.s.n.m.
FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°02 y 03: Recoleccion de la especie vegetal de Taraxacum
officinale (Diente de ledn) y Minthostachys spicata (Q’eshua muia) en
Yucay distrito de Urubamba, departamento de Cusco, a 2885-2890
m.s.n.m.

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F
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FIGURA N°04, 05y 06: Determinacion del porcentaje de humedad de las
hojas y tallos de Taraxacum officinale (Diente de le6n) y las hojas de
Minthostachys spicata (Q’eshua muna)

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°07 y 08: Seleccién y secado de las hojas y tallos de Taraxacum
officinale (Diente de ledn) y las hojas de Minthostachys spicata (Q’eshua
mufia)

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°09 y 10: Seleccion y secado de las hojas de Minthostachys
spicata (Q’eshua muia)

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F
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PARTE N°02: OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE
Taraxacum officinale (Diente de ledn)

FIGURA N°11Y 12: Pesado y maceracion de la especie vegetal secay
pulverizada de Taraxacum officinale (Diente de ledn)

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°13 Y 14: Filtrado y rotaevaporacion de la especie vegetal secay
pulverizada de Taraxacum officinale (Diente de ledn) para la obtencion del
extracto

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F
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FIGURA N°15Y 16: Obtencidn del extracto etandlico al 96% de la especie
vegetal de Taraxacum officinale (Diente de ledn)

FUENTE: L.I.O.Dy G.E.G.F

PARTE N°03: OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL DE Minthostchys
spicata (Q’eshua muia)

FIGURA N°17: Obtencion del aceite esencial por método de arrastre de
vapor de la especie vegetal Minthostchys spicata (Q’eshua muia)

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F
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FIGURA N°18: Desecacion del aceite esencial de la especie vegetal de
Minthostchys spicata (Q’eshua mufia) con sulfato de sodio anhidro y
obtencién del aceite puro

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

PARTE N°04: DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL
EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE Taraxacum officinale (Diente de ledn)
Y DEL ACEITE ESENCIAL DE Minthostachys spicata (Q’eshua muna)

FIGURA N°19: Preparacion del reactivo DPPH

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°20: Tubos con las diferentes concentraciones del extracto
etandlico al 96% de Taraxacum officinale (Diente de le6n) + DPPH
después de 30 minutos en oscuridad para luego ser leidos en el

espectrofotometro

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F
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FIGURA N°21: Tubos con las diferentes concentraciones del aceite
esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua muia) + DPPH después de 30
minutos en oscuridad para luego ser leidos en el espectrofotometro

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°22 Lectura en el espectrofotometro

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

PARTE N°05: DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL
EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE Taraxacum officinale (Diente de ledn)
Y DEL ACEITE ESENCIAL DE Minthostachys spicata (Q’eshua muna)

FIGURA N°23: Vestimenta adecuada - FIGURA N°24: Escala de Mac Farland

FUENTE: L..LO.Dy G.E.G.F FUENTE: L.I.O.Dy G.E.G.F
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FIGURA N°25: Pesaje de Agar cetrimide para la activacion de cepa ATCC
de Pseudomona aeruginosa

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°26: Preparacion de placas con agar cetrimide para la activacion
de cepa ATCC de Pseudomona aeruginosa

FUENTE: L..O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°27: Placa activada de cepa ATCC de Pseudomona aeruginosa

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F
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FIGURA N°28 Y 29: Preparaciéon de caldo BHI para la conservacion de la
cepa ATCC de Pseudomona aeruginosay para la respectiva comparacion
con la escala de Mac Farland

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°30y 31: Preparacion de agar Mueller Hinton para la replicaciéon
de la cepa ATCC de Pseudomona aeruginosay su respectivo analisis de
la sensibilidad antimicrobina

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F
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FIGURA N°32: Preparacion de discos a diferentes concentraciones del
extracto etanélico al 96% de Taraxacum officinale (Diente de le6n) y del
aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua muia) para colocar en
las placas listas con agar Mueller Hinton y determinar la sensibilidad
microbiana frente a la cepa ATCC de Pseudomona aeruginosa

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°33: Placas sembradas con la cepa ATCC Pseudomona
aeruginosay sus respectivos discos

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F
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FIGURA N°34: Resultados de la sensibilidad microbiana del extracto
etanodlico al 96% de Taraxacum officinale (Diente de ledn) frente a la cepa
ATCC de Pseudomona aeruginosa

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°35: Resultados de la sensibilidad microbiana del aceite
esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua muia) frente a la cepa ATCC
de Pseudomona aeruginosa

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F
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FIGURA N°36: Preparacion de placas con agar Mac Conckey para la
activacion de cepa ATCC de Escherichia coli

FUENTE: L..O.DYy G.E.G.F
FIGURA N°37 y 38: Placa activada con cepa ATCC de Escherichia coli

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°39 Y 40: Preparacion de placas con agar Mueller Hinton para la
replicacion de cepa ATCC de Escherichia coli

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F
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FIGURA N°41: Sembrado de caldo BHI con cepa ATCC de Escherichia coli
en placas con Mueller hinton

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°42: Preparacion de discos a diferentes concentraciones del
extracto etandlico al 96% de Taraxacum officinale (Diente de ledn) y del
aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua mufia) para colocar en
las placas ya listas con agar Mueller Hinton para determinar la
sensibilidad microbiana de la cepa ATCC de Escherichia coli

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°43: Placas sembradas con la cepa ATCC Escherichia coli
y sus respectivos discos

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F
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FIGURA N°44: Resultados de la sensibilidad microbiana del extracto
etanolico al 96% de Taraxacum officinale (Diente de ledn) frente a la cepa
ATCC de Escherichia coli

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°45: Resultados de la sensibilidad microbiana del aceite
esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua mufia) frente a la cepa ATCC
de Escherichia coli

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°46: Agar Sabouraud para la activacion de cepa ATCC Céandida
albicans y cartucho a usar de la misma

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F
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FIGURA N°47 y 48: Placa activada con cepa ATCC Céandica albicans

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°49: Preparacion de placas con agar Mueller Hinton para la
replicacion de cepa ATCC de Céandida albicans

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°50y 51: Sembrado de caldo BHI con cepa ATCC de Candida
albicans en placas con Mueller Hinton

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F
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FIGURA N°52 y 53: Preparacién de discos a diferentes concentraciones
del extracto etandlico al 96% de Taraxacum officinale (Diente de le6n) y
del aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua mufia) para colocar
en las placas ya listas con agar Mueller Hinton para determinar la
sensibilidad microbiana de la cepa ATCC de Candida abicans

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°54: Resultados de la sensibilidad microbiana del extracto
etandlico al 96% de Taraxacum officinale (Diente de ledn) frente a la cepa
ATCC de Candida abicans

FUENTE: L..O.Dy G.E.G.F
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FIGURA N°55, 56 y 57: Resultados de la sensibilidad microbiana del aceite
esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua muia) frente a la cepa ATCC
de Candida abicans

FUENTE: L.1.LO.Dy G.E.G.F
FIGURA N°58: Placa activada con cepa ATCC Trichopytom rubrum

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F
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FIGURA N°59: Preparacion de discos a diferentes concentraciones del
extracto etanélico al 96% de Taraxacum officinale (Diente de le6n) y del
aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua mufa) para colocar en
las placas ya listas con agar Mueller Hinton para determinar la
sensibilidad microbiana de la cepa ATCC de Trichopytom rubrum

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°60: Placas sembradas con la cepa ATCC microbiana de la cepa
ATCC de Trichopytom rubrum y sus respectivos discos

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F
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FIGURA N°61: Resultados de la sensibilidad microbiana del extracto
etanodlico al 96% de Taraxacum officinale (Diente de ledn) frente a la cepa
ATCC de Trichopytom rubrum

FUENTE: L..O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°62, 63, 64, 65 Y 66: Resultados de la sensibilidad microbiana
del aceite esencial de Minthostachys spicata (Q’eshua muna) frente a la
cepa ATCC de Trichopytom rubrum
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FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F
FIGURA N°67: Medida de los halos de inhibicién con Vernier

FUENTE: L.1.O.Dy G.E.G.F

FIGURA N°68: Placas activas de cepas ATCC de Escherichia coli, Candida
albicas, Pseudomona aeruginosay Trichophytom rubrum

respectivamente

FUENTE: L..O.Dy G.E.G.F

203



