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RESUMEN

Taraxacum officinale es una planta perteneciente a la familia Asteraceae, es cominmente
conocida como diente de ledn, achicoria o hallaq pilli. En todo el mundo es considerada como
maleza, sin embargo, es comestible, puede ser usada en la medicina natural y posee usos
ornamentales. El presente trabajo de investigacion tiene por objetivo determinar la composicion
fitoquimica cualitativa del extracto etanolico al 96% de tallos de Taraxacum officinale F. H. Wigg
y evaluar su efecto bactericida in vitro en cepas ATCC 35218 Escherichia coli y ATCC 25923
Staphylococcus aureus. Se realizo la evaluacion exclusivamente con los tallos de 7. officinale ya
que los antecedentes informaron un mejor efecto bactericida con este apéndice de la planta,
asimismo, las muestras vegetales fueron colectadas en el distrito de San Sebastian, en la zona de
Corao por encontrarse muy lejana a la ciudad y no presentar riesgos que alteren sus componentes
por la presencia de vehiculos o uso de fertilizantes. Las muestras vegetales secas fueron colocadas
en etanol al 96% por 8 dias, para poder extraer los principios activos de 7. officinale que luego
fueron aislados con la ayuda de un rotavapor. El screening fitoquimico se realizd6 mediante
evaluaciones cualitativas, dando reacciones positivas para los siguientes metabolitos secundarios:
quinonas, alcaloides, esteroides, triterpenoides, flavonoides, taninos pirocatecdlicos, cumarinas,
lactonas, azucares reductores y resinas. La evaluacion del efecto bactericida in vitro por el método
de disco difusion se realizd en las cepas ATCC 35218 Escherichia coli y ATCC 25923
Staphylococcus aureus por ser Gram negativa y Gram positiva respectivamente, donde los
resultados demostraron que el extracto etandlico al 96% de tallos de 7. officinale genera inhibicion
para S. aureus a concentraciones de 1000, 500, 250 y 125 mg/mL, en cambio no hubo efecto
inhibitorio en ninguna de las concentraciones para la cepa de E. coli.

Palabras clave:
Taraxacum officinale, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, screening fitoquimico, extracto

etanolico, actividad antimicrobiana.



INTRODUCCION

Taraxacum officinale es una planta cosmopolita de preocupacion menor segin la Unidén
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN), utilizada en la medicina tradicional
particularmente en Asia y Europa. En China, también es ovacionada como una hierba no toxica
con beneficios excepcionales por sus propiedades (Jinchun, Z., & Jie, C,2011). Ademas, contiene
una amplia variedad de fitoquimicos cuyas actividades bioldgicas se estan estudiando activamente
en distintas areas de la salud humana, como la inulina con funciones diuréticas, la taraxina con
funciones hepatoprotectoras, la eudesmanolide y gemacranolide como sustancias unicas de esta
planta con funciones digestivas, ademas de poseer vitamina A, B, C, D entre otros muchos
principios activos mas. La evidencia sugiere que sus componentes tienen actividades antioxidantes
y antiinflamatorias que se ven reflejados en diversos efectos biologicos. (Gonzalez-Castején, M.,
Visioli, F., Rodriguez-Casado A, 2021)

Los estudios experimentales permitieron descubrir combinaciones sinérgicas de
antibioticos, su objetivo principal es acelerar la tasa de destruccion de las bacterias y reducir la
inmunidad a los medicamentos. En este contexto, han resurgido las polimixinas, la fosfomicina y
la gentamicina, formando la base de muchos regimenes combinados que han demostrado ser ttiles.
Asi mismo el constante estudio en busqueda de nuevos principios activos vegetales obtenidos a
partir de extractos etanolicos de plantas han permitido tener nuevas sustancias que podrian ser
usadas en el tratamiento de enfermedades causadas por bacterias multidrogo resistentes como la
2-fenil-croma, lignano, isoflavonas, elagitaninos, entre muchos otros, dependiendo de las
caracteristicas fitoquimicas de la especie vegetal. (Salgado, P., Gilsanz, F., & Maseda, E, 2015)

Escherichia coli es agente etiologico de diarrea, infecciones de tracto urinario,
enfermedades respiratorias, neumonia, entre otras enfermedades. En entornos de atencion médica,
se demostro que los lavatorios y otros lugares de aguas residuales son reservorios de E. coli que
ademas son resistentes a los antimicrobianos en el contexto de brotes de cepas resistentes entre los

pacientes. E. coli es una bacteria propia de nuestra microbiota natural, por lo que su diseminacion
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mediante el drenaje es de vital importancia, pues esta bacteria se caracteriza por el amplio
trasplante de plasmidos de resistencia, he ahi la importancia de la investigacion en este
microorganismo. (Constantinides et al, 2020)

Staphylococcus aureus es el responsable de una gran variedad de enfermedades, desde una
infeccion cutanea leve hasta infecciones del torrente sanguineo. La bacteriemia por S. aureus
presenta tendencia a causar infecciones endovasculares y metastdsicas, ademas, puede causar
complicaciones en cualquier parte del cuerpo, por lo que se asocia con una mayor morbilidad y
mortalidad pese al tratamiento antimicrobiano apropiado. En casos muy extremos este
microorganismo puede llegar a producir fibrosis pulmonar quistica, forunculosis, osteomielitis y
neumonia. (Deodhar et al., 2015)

Existe una alarmante preocupacion por la diseminacion intrahospitalaria de S. aureus y
Escherichia coli por medio de la ropa usada por el personal de salud. Por ello se realiz6 un estudio
en las batas blancas del personal del Centro Médico de la Universidad de Maryland y se obtuvo
como resultados que el 23% estaban contaminados con S. aureus, de este porcentaje el 18% eran
resistentes a meticilina (SARM). Por lo que las batas blancas del personal de salud pueden resultar
un fomite de contaminacidn entre el personal de salud y los pacientes. (Treakle et al., 2009)

En la presente investigacion se realizé el tamizaje fitoquimico del extracto etandlico seco
al 96% de Taraxacum officinale F. H. Wigg y se evalud su efecto bactericida a concentraciones de
1000, 500, 250, 125 mg/mL sobre las cepas ATCC 35218 Escherichia coli y ATCC 25923
Staphylococcus aureus usando el método de Kirby Bauer (Disco difusion). El proposito del
presente trabajo es aportar conocimiento en el campo de la medicina alternativa, contribucion al
descubrimiento de nuevos bactericidas, asi mismo servird también como linea base para proximas

investigaciones relacionadas al tema de estudio a nivel local y nacional.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que el uso de farmacos para el tratamiento de enfermedades causadas por bacterias tiene
efectos adversos en el cuerpo por lo que se necesita considerar métodos alternativos.

La comparacion bibliografica del analisis fitoquimico cualitativo entre Rodriguez Pava et al.,
2017, Olivera & Gutierrez, 2021, Moncayo Rivera, Ch. M., et al., 2022, y otros autores citados en la
investigacion, presentaron diferencias significativas. Se aprecia que la altitud, humedad y estacion del afio
afecta a la composicion fitoquimica, ademads, no se cuenta con registros bibliograficos sobre la evaluacion
fitoquimica cualitativa en muestras de Taraxacum officinale F. H. Wigg para la zona de Corao.

Se evidencié que en muchas investigaciones usan la estructura vegetal completa de Taraxacum
officinale, sin embargo, Rodriguez Pava et al., 2017 y Harfouch, R. M., & Ghosh, S., 2021 demostraron
que los tallos poseen un mejor efecto bactericida en comparacion con los demas apéndices de planta.

El efecto bactericida producido por los extractos obtenidos a partir de Taraxacum officinale es
variable, encontrandose casos en los que Escherichia coli es sensible y otros en los que es resistente, de
igual manera para Staphylococcus aureus segin Rodriguez Pava et al.,, 2017 y Sanchez y Garcia
Figueroa, F. L., 2022.

Escherichia coli es una bacteria que forma parte de nuestra microbiota intestinal y a la vez es
patoégeno en otras regiones del cuerpo por lo cual es usado ampliamente en materia de investigacion
(American Type Culture Collection, 2020). Ademas, no se cuenta con antecedentes en Peru donde
evaltien el efecto bactericida del extracto de 7. officinale F. H. Wigg sobre la cepa ATCC 35218.

Por otro lado, Staphylococcus aureus es un organismo de importancia clinica el cual es
generalmente usado en la investigacion de sensibilidad antimicrobiana de Gram positivos (American Type
Culture Collection, 2013). A nivel nacional aun no se tiene un registro donde 7. officinale F. H. Wigg
genere efecto bactericida sobre la cepa ATCC 25923.

Por lo cual ponemos a cuestion la siguiente interrogante ;Que composicion fitoquimica presentara
el extracto etanolico al 96% de tallos de Taraxacum officinale F. H. Wigg proveniente de la zona de Corao
y si tendra efecto bactericida in vitro en cepas ATCC 35218 Escherichia coliy ATCC 25923 Staphylococcus

aureus?
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JUSTIFICACION

Los antibidticos sintetizados en laboratorio producen dafio al cuerpo por lo que se considera que el
uso de especies vegetales en infusiones o emplastos podria ser una alternativa menos dafiina.

Taraxacum officinale F. H. Wigg “Diente de Ledn” es una planta que posee efecto antimicrobiano,
depurativo y entre otras muchas propiedades (ESSALUD, 2002), sin embargo, su composicion fitoquimica
depende de la estacion del afo y otros factores ecologicos. (Gonzalez Castejon et al., 2021)

El extracto etanolico obtenido a partir de tallos de Taraxacum officinale demostrd poseer un mejor
efecto bactericida que el extracto etandlico de las hojas y flores. (Rodriguez Pava et al., 2017)

El constante descubrimiento de mecanismos de resistencia en bacterias, hace necesario que el sector
publico y privado realice investigacion en el desarrollo de nuevos antibidticos. (Wencewicz, 2019). En
paises donde este tipo de medicamentos son de facil adquisicion, por no requerir de una receta médica para
su venta y aplicacion en humanos o animales, es donde fundamentalmente la farmacorresistencia empeora.
(Organizacion Mundial de la Salud, 2020)

Escherichia coli es considerada una bacteria de importancia critica en la investigacion de farmacos,
por su alta distribucion a nivel mundial y como constituyente de nuestra microbiota, pese a ser un organismo
simbiotico para los humanos es altamente patogeno fuera de la region intestinal. (Instituto de Salud Global
Barcelona, 2020)

Staphylococcus aureus segiin la OMS tiene un nivel de prioridad medio, por ser un patégeno con
alta tasa de desplazamiento intrahospitalario y el causante de septicemias silenciosas, llegando a afectar
piel y tejidos blandos. Las cepas de S. aureus que no presentan mecanismos de resistencia son cruciales en
la investigacion pues permiten realizar la comparativa con las cepas multidrogo resistentes. (Organizacion
Mundial de la Salud, 2021)

Por lo cual en la presente investigacion se determinara cualitativamente la composicion fitoquimica
del extracto etandlico al 96% de tallos de Taraxacum officinale F. H. Wigg provenientes de la zona de Corao
y se evaluara su efecto bactericida in vitro en cepas ATCC 35218 Escherichia coli y ATCC 25923

Staphylococcus aureus.



OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la composicion fitoquimica del extracto etandlico al 96% de tallos de

Taraxacum officinale F. H. Wigg y evaluar el efecto bactericida in vitro en cepas ATCC 35218

Escherichia coli y ATCC 25923 Staphylococcus aureus.

Objetivos especificos

1.
2.

Realizar la determinacion taxondmica de Taraxacum officinale F. H. Wigg.
Realizar screening fitoquimico cualitativo del extracto etanolico al 96% de tallos de

Taraxacum officinale F. H. Wigg.

. Evaluar el efecto bactericida in vitro generado por el extracto etandlico al 96% de tallos

de Taraxacum officinale F. H. Wigg disuelto en DMSO a diferentes concentraciones
(1000, 500, 250 y 125 mg/mL) frente a la cepa ATCC 35218 Escherichia coli.

Comparar la media de los halos de inhibicidon generados por las concentraciones a 1000,
500, 250 y 125 mg/mL del extracto etandlico al 96% de tallos de Taraxacum officinale

F. H. Wigg disuelto en DMSO frente a la cepa ATCC 35218 Escherichia coli.

. Evaluar el efecto bactericida in vitro generado por el extracto etanolico al 96% de tallos

de Taraxacum officinale F. H. Wigg disuelto en DMSO a diferentes concentraciones
(1000, 500, 250 y 125 mg/mL) frente a la cepa ATCC 25923 Staphylococcus aureus.

Comparar la media de los halos de inhibicion generados por las concentraciones a 1000,
500, 250 y 125 mg/mL del extracto etandlico al 96% de tallos de Taraxacum officinale

F. H. Wigg disuelto en DMSO frente a la cepa ATCC 25923 Staphylococcus aureus.
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HIPOTESIS

La evaluacion fitoquimica cualitativa para el extracto etanolico al 96% de tallos de
Taraxacum officinale F. H. Wigg muestra reacciones positivas a todos los metabolitos secundarios.
Asi mismo, presenta efecto bactericida para la cepa ATCC 35218 Escherichia coliy la cepa ATCC

25923 Staphylococcus aureus.

Variables independientes

1. Efecto bactericida del extracto.

Variables dependientes

1. Concentracion del extracto etandlico al 96% de tallos de 7. officinale F. H. Wigg.
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CAPITULO I. MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL
1.1 ANTECEDENTES
1.1.1 INTERNACIONALES

Rodriguez Pava, C. N., et al. (2017). “Actividad antimicrobiana de cuatro variedades de
plantas frente a patogenos de importancia clinica en Colombia” usaron el extracto etandlico al 96%
de tallos y hojas de Taraxacum officinale a concentraciones de 1000, 500, 250 y 125 mg/mL,
preparadas en dimetilsulféxido (DMSO), sobre las cepas de Klebsiella pneumoniae KPC,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ATCC 29213, entre otras, por
el método de disco difusion, donde obtuvieron como resultado que el extracto obtenido a partir de
los tallos de T officinale generaba efecto antimicrobiano sobre E. coli a concentraciones de 500 y
1000 mg/mL con halos de inhibicion de 11 y 10 mm respectivamente y en S. aureus a
concentraciones de 250, 500, 1000 mg/mL con halos de inhibicion de 10, 12 y 13 mm
respectivamente, mientras que las hojas de 7. officinale no generan inhibicién en E. coli y S.
aureus. Ademas, en el estudio fitoquimico por cromatografia en columna se evidencio la presencia
de quinonas, flavonoides, saponinas y triterpenos en el extracto etanolico al 96% de T. officinale.

Xu, P., Xu, X. B., Khan, A., Fotina, T., & Wang, S. H. (2021). “Antibiofilm activity
against Staphylococcus aureus and content analysis of Taraxacum officinale phenolic extract”. En
el estudio se realizo la recoleccion de muestras de 7. officinale en inmediaciones del campus de la
Universidad Nacional Agraria de Sumy en Ucrania, para luego realizar la obtencion del extracto
fendlico de T. officinale. El efecto bactericida de dicho extracto se puso aprueba frente a la cepa
ATCC 25923 S. aureus mediante el método de concentracion minima inhibitoria, demostrando que
hay inhibicién a partir de 12.5 mg/mL para S. aureus. La evaluacion fitoquimica se realizd por
HPLC para deteccion de fenoles, encontrandose acido clorogénico, acido caféico, rutina, luteolina
y acido ferulico. El autor aclara la importancia de los fenoles y polifenoles en el efecto bactericida

generado por los extractos vegetales.



Harfouch, R. M., & Ghosh, S. (2021). “Antibacterial Activities of Widely Spread
Taraxacum officinale Dandelion in Al-Qadmous, Syria as Potential Therapeutic Strategy for
Antibiotic Resistant Bacteria.” En el estudio se prepar6 el extracto etanolico de tallos y aparte
hojas de diente de ledn, con 10 gr de la planta seca en 70 mL de etanol por 2 dias a temperatura
ambiente y luego se concentrd cada solucion en rotavapor por 3 dias a 25 rpm. Luego por el método
de disco difusion en agar se puso a prueba el efecto bactericida del extracto frente a las cepas de
S. aureus, P. aeruginosa y E. coli donde se encontrd que el extracto de tallos de 7. officinale
generan halos de inhibicion de 12 mm de diametro mientras las hojas no generan halos de
inhibicion sobre las cepas de E. coli. Para el caso de S. aureus los tallos de 7. officinale generan
halos de inhibicion de 24 mm de diametro mientras las hojas no generan halos de inhibicién. En
dicho estudio no se realiz6 el analisis fitoquimico.

Ayala Aguilar, J. L. (2019). “Efectividad antimicrobiana del extracto etandlico del
Taraxacum officinale (diente de ledn) al 50% y 100% sobre cepas de Staphylococcus aureus”™
determinaron la actividad antimicrobiana de los extractos etanolicos a una concentracion de 50%
y 100%, para ello se colectaron muestras de 7. officinale de diversos parques de la ciudad de Quito
- Ecuador, dichas muestras fueron secadas a 42°C para luego ser macerados con etanol en un
ambiente oscuro por 8 dias, usando 250 g de planta triturada en 500 mL de etanol. En la fase
experimental se puso a prueba la efectividad antimicrobiana sobre la cepa ATCC 25923
Staphylococcus aureus. Obteniendo como resultado que el extracto etandlico de 7. officinale al
100% y 50% tiene efecto bactericida con halos de inhibicion de 13 mm y 9.4 respectivamente. En
dicho estudio no se realiz6 estudio fitoquimico.

Hernandez Moreno, et al. (2021). “Estudio fitoquimico y actividad antimicrobiana de
plantas medicinales empleadas para el control de infecciones urinarias” buscaron demostrar la
actividad antimicrobiana del extracto etandlico al 96% de Taraxacum officinale a una
concentracion de 60 mg/mL diluido con dimetilsulfoxido (DMSO) sobre la cepa ATCC 25922 de

Escherichia coli y ATCC 25923 de Staphylococcus aureus con métodos de perforacion en agar,



microdilucion en placa y bioautografia, donde reportaron que 7. officinale no genera efecto
bactericida sobre E.coli pero si sobre S. aureus. También, el estudio fitoquimico cualitativo del
extracto etanolico al 96% de T. officinale demostro la presencia solo de terpenos, triterpenos y
saponinas.

Azuero, A., et al. (2016). “Analisis del efecto antimicrobiano de doce plantas medicinales
de uso ancestral en Ecuador” determinaron la actividad antimicrobiana de los extractos
metanodlicos a una concentracion de 40 mg/mL con la técnica difusion en agar, para ello se utilizo
las hojas Taraxacum officinale extraidas al azar en las localidades de Machala y Santa Rosa,
Ecuador, expuestas frente a Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus.
Obtuvieron como resultado que 7. officinale posee una alta actividad antibacteriana contra E. coli,
obteniéndose halos de inhibicion que oscilaban entre 10 a 14 mm. Para S. aureus encontraron halos
de inhibicion de 8 a 10 mm. Concluyeron que 7. officinale genera efecto bactericida sobre E. coli
y en menor medida sobre S. aureus. En dicho estudio no realizaron el analisis fitoquimico.

Espadero Bermeo, S. G. (2018). “Comparacion de la capacidad antioxidante de 4
metabolitos secundarios presentes en Taraxacum officinale (Diente de Leon) frente a N-acetil
cisteina un antioxidante comercial” se colectaron muestras de 7. officinale en la ciudad de Cuenca
- Ecuador, para realizar el extracto etanolico. En el estudio fitoquimico se hall la presencia de
alcaloides, saponinas, taninos, flavonoides y triterpenos.

Moncayo Rivera, Ch. M., et al. (2022). “Caracterizacion fitoquimica y actividad
antimicrobiana del aceite esencial de diente de ledn (Taraxacum officinale) frente a
microorganismos patdgenos” se colectaron muestras de 7. officinale en el Canton el Tambo y el
Canton el Canar, ambos pertenecientes a Ecuador, donde el aceite esencial present6 flavonoides,
fenoles, taninos, alcaloides, lactonas, azucares reductores, glicosidos y esteroides. Asi mismo
presento un efecto bactericida intermedio en Escherichia coli ATCC 25922 con halos de inhibicién
de 10.60 mm, en el caso de S. aureus se encontro halos de inhibicion de 32.00 mm, siendo el mas

sensible al aceite esencial de 7. officinale.



Sohail, et al. (2014). “In vitro antibacterial study of Taraxacum officinale leaves extracts
against different bacterial pathogenic strains” Tuvieron como finalidad determinar la actividad
antibacteriana de los extractos de hojas de Taraxacum officinale frente a diferentes cepas
bacterianas, usando el método de disco difusion. Obtuvieron como resultado que los extractos con
cloroformo y metanol fueron efectivos contra las cepas P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, B. subtilis
y M. luteus. También lograron deducir los metabolitos secundarios de 7. officinale responsables de
la actividad antibacteriana, los cuales fueron la presencia de alcaloides, flavonoides y taninos.

1.1.2 NACIONALES

Reaiio Ortega, C. K. (2014). “Actividad antimicrobiana “in vitro” de los extractos
etanolicos de las hojas de Aloysia triphylla “cedron”, Rosmarinus officinalis “romero”, Mentha
spicata “hierbabuena”, Portulaca oleracea “verdolaga” y Taraxacum officinale “diente de leén™”
Se colectaron muestras de 7. officinale en la ciudad de Trujillo, provincia Trujillo, para extraer sus
principios activos con etanol al 70%, posteriormente se obtuvo un extracto seco por evaporacion
a temperatura ambiente. En la fase experimental se prepar6 una solucion concentrada a 10 mg/mL
y se puso a prueba el efecto bactericida sobre la cepa O157:H7 de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, obteniendo como resultado que el extracto etanolico al 70% de T. officinale
no genera efecto antimicrobiano sobre la cepa de E. coli. y S. aureus. En dicho estudio no se realiz6
el andlisis fitoquimico.

Cortez Jambo, C. M., & Manayalle Saldaiia M. (2022). “Efecto antibacteriano del
extracto etandlico de Taraxacum officinale (Diente de ledn) frente a Staphyloccous aureus”. Se
colectaron muestras de 7. officinale de manera aleatoria, y se maceraron en alcohol de 96°,
posteriormente se prepararon concentraciones a 100%, 75% y 50%. Se realiz6 la prueba de Kirby
Bauer por concentracion en micropozos para determinar la actividad antimicrobiana del extracto
etandlico al 96% de T. officinale, donde los resultados mostraron efecto bactericida en las

concentraciones de 100%, 75% y 50% con halos de inhibicion de 19.01, 11.27 y 9,25 mm

respectivamente. En dicho estudio no se realiz6 el analisis fitoquimico.



Garcia Huaman, F., & Angeles Trauco, M. (2021). “Efecto del extracto de plantas
medicinales sobre el crecimiento de Escherichia coli y Staphylococcus aureus” determinaron el
efecto bactericida del extracto etanolico usando 9 variedades de plantas frente a Escherichia coli
y Staphylococcus aureus mediante el método de disco difusion en agar, las hojas de estas plantas
fueron recolectadas del fundo Vitaliano ubicado en el distrito de Chachapoyas-Amazonas, estas
mismas fueron secadas a temperatura ambiente y luego en estufa a 37°C, ambos por 24 horas, para
luego macerarlas en etanol absoluto en una proporcion de 1 L por cada 100 g de planta triturada y
finalmente se almacend por 20 dias. En la fase experimental se puso a prueba 9 variedades de
plantas entre ellas 7. officinale frente a S. aureus y E. coli que fueron aisladas de muestras carne.
Obteniendo como resultado que ninguno de los extractos poseia efecto bactericida frente a E. coli
y S. aureus. En dicho estudio no se realizé estudio fitoquimico.

1.1.3 LOCALES

Olivera Delgado, L. 1., & Gutierrez Felix, E. G. (2021). “Evaluacion de la actividad
antimicrobiana “in vitro” sobre cuatro cepas ATCC y 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 mufia).” recolectaron muestras de Taraxacum officinale en el
distrito de Yucay, provincia de Urubamba, dichas muestras fueron secadas a temperatura ambiente,
y posteriormente fueron maceradas con etanol al 96%. Para la obtencion del extracto etandlico
seco se usod un rotavapor, luego se realizd el tamizaje fitoquimico del extracto, donde se
encontraron fenoles, taninos, alcaloides, lactonas, azicares reductores, glicosidos y esteroides.
Para la evaluacion del efecto bactericida por disco difusion se prepararon concentraciones con
etanol absoluto a 400, 367, 333, 300, 267, 233, 200, 133, 67, 33, 16.67, 8.33 mg/mL y se aplicd
sobre las cepas ATCC 25922 Escherichia coli y ATCC 90028 Candida albicans. Se concluy6 que
el extracto etanolico al 96% de T. officinale no genera actividad bactericida sobre las cepas antes

mencionadas.



Holgado, M., Aranzabal, R., Acurio, J., Atausinche, H., Cuba, A., Vargas, J., Nauray,
W., Mamani, M., Lazarte, R., Garcia, K., Farfan, W., Kancha, C. (2015). “Determinacion y
analisis quimico de Taraxacum “Diente de leébn” en Urubamba, Calca, Anta-Cusco” Se buscod
determinar la especie de “Diente de Ledn” en las zonas de Queunia, Huaran, Calca y Yucay
pertenecientes a la region de Cusco, para lo cual las muestras fueron derivadas a un especialista en
Espafia, donde determind que la especie es Taraxacum fernandezianum Dahlst. A.J. Richards
(1976). Para el estudio fitoquimico, se evalud cualitativamente, donde se encontraron flavonoides,

alcaloides, taninos, saponinas, azicares reductores y glicosidos.

1.2 GENERALIDADES
1.2.1 Taraxacum officinale F. H. WIGG
1.2.1.1 Descripcion Botanica

Es una planta herbéacea, siempre verde, hermafrodita que puede medir 50 cm de altura,
exuda un latex lechoso amargo, posee un tallo corto, subterraneo, de raiz subterranea vertical
conico pivotante multi ramificada de sabor agridulce, grande, profunda y pulpa lechosa, posee una
roseta basal de hojas largas de (5 a 40 cm) de largo por (1 a 5 cm) de ancho con sabor amargo,
espatulada, dentada, muy segmentada, a modo de dientes de leon, de color verde brillante. Posee
inflorescencia en cabezuela, con 100 a 300 florecillas, pedunculo hueco y mas largo que las hojas,
las flores son liguladas de color amarillo, rodeada por una serie de bracteas recurvadas de color
verde, escapos huecos terminados en un capitulo, fruto en aquenio provisto de vilano (FIGURA

1). (ESSALUD, 2002).



FIGURA 1. Estructura vegetal de Taraxacum officinale.
Fuente: Koehler, H. A., 1887

1.2.1.2 Habitat y Distribucion

Planta euro-asiatica, que fue introducida en América, actualmente es cosmopolita, crece en
climas humedos y templados, en terrenos secos, praderas, terrenos de cultivo y frecuentemente a
la orilla de los caminos o en terrenos nitrogenados, a una altitud de 1300 a 3500 metros, siendo
resistentes a enfermedades y plagas, los agricultores se centran en su erradicacion mas que en su
cultivo dado los bajos requerimientos nutricionales y su corto tiempo de crecimiento de este

organismo. (ESSALUD, 2002)



1.2.1.3 Taxonomia

Reino: Plantae
Filum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Taraxacum
Especie: Taraxacum officinale F. H. Wigg

Nombres comunes: Amargoén, taraxacon, jamikara, pilli pilli, chicoria amarga, boton de

oro, diente de ledn, lechuguilla, pelosilla, cardena, miskipilli, corona de monge, almirén y hayaq

pilli. (NCBI, 2018)

1.2.1.4 Composicion fitoquimica del tallo de 7araxacum officinale F. H. Wigg

Alcaloide taraxacina, colina, triterpenos derivados del taraxastano, fitosteroles
(estigmasterol, B-sitosterol), fructosa (20%), isolactucerol, acetatos y sus 16-hidroxiderivados
(carnidiol, faradiol y P-amirina), acidos fenil-carboxilicos (caféico y p-hidroxifenilacético),
flavonoides (apigenol y luteolol-7-glucosidos), leucoantocianidinas, esteroides, taninos, inulina
(hasta un 40%), principios amargos (lactonas sesquiterpénicas, heterdsidos de germacranolidos
acidos), sales minerales (de magnesio y potasio), pectina, colina, gomas, resinas, carotenoides,
vitaminas A, B y C y aceite esencial (rico en derivados triterpénicos pentaciclicos), mucilagos
(1%), acido cerdtico, milisico, oleico, linoleico, linolénico, nicotinico y palmitico (ESSALUD,

2002)



1.2.1.5 Usos medicinales

T. officinale es una planta que sin importar la dosis o concentracion administrada no genera
toxicidad seglin se menciona en la guia de farmacobotanica de ESSALUD, 2002. Dicha planta
posee propiedades diuréticas, detoxificantes coleréticas, antimicrobianas, antirreumaticas,
antiinflamatorias, ademas de poseer efectos antihipertensivos, antiverrugas, antitumoral,
hipoglicemiante, anticancerigenos (mama, utero, colon) y antipirético.

1.2.2 COMPONENTES FITOQUIMICOS (METABOLITOS SECUNDARIOS)

Son compuestos orgéanicos de origen bacteriano, micético o vegetal que no esta
directamente relacionado con el crecimiento desarrollo o reproduccion del organismo. Su
reduccién en el individuo no es causa de muerte inmediata, pero si puede causar deterioro o déficit
en su habilidad de supervivencia. En este grupo de compuestos se encuentran:

1.2.2.1 Alcaloides

Compuestos nitrogenados mayormente heterociclicos con actividad biologica intensa,
algunos son toxicos en pequefias concentraciones y estan presentes en organismos vegetales. Estos
compuestos tienen origen en el metabolismo de los aminoécidos, y en caso provengan del mismo,
poseeran una estructura quimica similar. Poseen funciones de defensa en plantas contra herbivoros
y patogenos (bacterias y hongos), en animales son usados como estimulantes y narcoticos, ademas
de ser usados activamente en la sintesis de firmacos (FIGURA 2). (Sanchez y Garcia Figueroa,

F. L., 2022)

FIGURA 2.  Estructura de la berberina, alcaloide representativo.
Fuente: Plantas y Hongos, 1952



1.2.2.2 Quinonas

Se encuentran en todos los organismos vivos, excepto en protistas y animales superiores.
Participan de la fotosintesis y respiracion celular de vegetales, son usados como colorantes y
cosméticos naturales en la industria, con colores que van desde el amarillo a pigmentos negros. En
la medicina son usados como antimicrobianos, antioxidantes, antitumorales, anticancerigenos, en
el tratamiento de enfermedades cardiovasculares y como antiinflamatorio (FIGURA 3). (Sanchez

y Garcia Figueroa, F. L., 2022)

0 0 0O
@]
Benzoquinona Naftoquinona Antroquinona

FIGURA 3. Estructuras de los 3 grupos fundamentales de Quinonas.
Fuente: Sanchez y Garcia Figueroa, F. L., 2022

1.2.2.3 Esteroides

Son sintetizados a partir del ciclo pentano perhidrofenantreno, encontrandose en plantas y
animales. Son componentes de vitaminas y hormonas con funciones, reguladoras, estructurales y
hormonales actuando a nivel hepatico, muscular, capilar, entre otros (FIGURA 4). (Sanchez y

Garcia Figueroa, F. L., 2022)

FIGURA 4. Estructura del ciclopentanoperhidrofenantreno del cual derivan los
esteroides.
Fuente: Martinez Guerra, J. J., 2006
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1.2.2.4 Triterpenos

Estan compuestos por 30 atomos de carbono, con origen en 6 moléculas de isopreno,
caracterizados por presentar una estructura simple, ademas de datar de hace 2.5 mil millones de
afnos y presentar la familia mas numerosa de compuestos. Poseen funciones como el crecimiento,
desarrollo, antimicrobiano y resistencia al medio externo. Representa la fuente de olores fuertes

en las plantas lefiosas (FIGURA 5). (Sanchez y Garcia Figueroa, F. L., 2022)

FIGURA 5. Estructura general de los triterpenos.
Fuente: Cano Flores, A., 2013

1.2.2.5 Fenoles
Son metabolitos secundarios importantes durante el crecimiento y reproduccion de las
plantas, actian como proteccion frente a patdogenos; ademas de tener propiedades antimicrobianas,

antioxidantes y anticancerigenos (FIGURA 6). (Sanchez y Garcia Figueroa, F. L., 2022)
OH OH

FIGURA 6. Estructura general de los fenoles.
Fuente: Sanchez y Garcia Figueroa, F. L., 2022

1.2.2.6 Flavonoides

Son pigmentos naturales obtenidos a partir de la fenilalanina, es el responsable del color
de las hojas otonales, frutos y flores. Posee funciones, antiespasmddicas, diuréticos,
antiinflamatorios,  antiulcerosos, anti  hepatotdxicos, anticancerigeno, antialérgicos,
antitromboticos, antiviral, antibiotico, antifungico, disminuye la cardiopatia isquémica,
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ateroesclerosis y diabetes. En el sistema vascular de las plantas aumenta la resistencia y disminuye
la permeabilidad, protege de los rayos UV, defensa ante el herbivorismo, favorecen la colonizacion
de rizobacterias y micorrizas, y regula la actividad hormonal (FIGURA 7). (Sanchez y Garcia

Figueroa, F. L., 2022)

HO @]

OH O
OH

FIGURA 7. Estructura general de los flavonoides.
Fuente: Cano Flores, A., 2013

1.2.2.7 Taninos

Los taninos son metabolitos secundarios que tienen por funcion la defensa de la planta,
como también son usados para combatir las varices y hemorroides como también tiene uso
antibiotico, antifingico, antiparasitario y antiviral. Usado hace tiempo atras para la obtencion de
cuero por reaccion con las proteinas presentes en las pieles de animales. Entre los alimentos con
alto contenido de taninos tenemos el café, chocolate o té y no es recomendable su consumo en
personas con anemia por deficiencia de hierro porque interfiere en la absorcion de metales, asi
como también puede producir estrefiimiento (FIGURA 8). (Sanchez y Garcia Figueroa, F. L.,

2022)

FIGURA 8. Estructura del acido galico, representante de los taninos.
Fuente: Sanchez y Garcia Figueroa, F. L., 2022
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1.2.2.8 Polisacaridos

Son cadenas de monosacaridos que pueden cumplir funciones de reserva energética como
en el caso del almidon, estructurales como la celulosa y protectoras como en el caso de la quitina.
Su deteccion diferencial puede realizarse por la prueba de iodo-lugol (FIGURA 9). (Sanchez y

Garcia Figueroa, F. L., 2022)

13 i (4]
L lE:[‘jH CHAOH CHOH

FIGURA 9. Estructura de un disacarido reductor.
Fuente: Sanchez y Garcia Figueroa, F. L., 2022

1.2.2.9 Lactonas

Son metabolitos secundarios que juegan un rol importante en la interaccion de los insectos
con las plantas actuando como disuasivos, atractores y antialimentarios; como también presentan
actividad  antitumoral, antimicrobiana, antioxidante, antiinflamatoria, mollusquicida,
antiulcerogénica, hepatoprotectora, antihelmintica, antidepresiva y antiprotozoaria (FIGURA 10).

(Sanchez y Garcia Figueroa, F. L., 2022)

Alfa Beta Gamma Delta

FIGURA 10. Estructuras de las lactonas.
Fuente: Cano Flores, A., 2013
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1.2.2.10 Cumarinas

Se sintetizan mediante la via fenilpropanoide, con caracteristicas cristalizables de color
blanco amarillento, hasta la fecha se logré aislar 800 tipos de cumarinas, que presenta un anillo
bencénico unido a una piran-2-ona por lo cual al grupo también se le puede conocer como
benzopironas. Presentan funciones anticancerigenos, antitumorales, antiinflamatorios,
antiarritmicos, antibacterianos, antivirales, analgésicos, antihipertensivos, usados activamente en
el tratamiento de enfermedades como la osteoporosis, asma y VIH. En plantas absorbe la radiacion
UV por lo cual logra proteger a las plantas de agentes mutdgenos (FIGURA 11). (Sanchez y

Garcia Figueroa, F. L., 2022)

FIGURA 11. Estructura general de las cumarinas.
Fuente: Sanchez y Garcia Figueroa, F. L., 2022

1.2.2.11 Aminoacidos libres

Son estructuras no ligadas a cadenas peptidicas, con funciones bioestimulantes que
aumentan la resistencia de la planta ante el entorno y cambios en el clima. Estos aminoacidos libres
pueden encontrarse en todos los organismos vegetales, cumpliendo funciones de nutricion y
crecimiento, ademds de poder contribuir en el balance electro quimico de la célula. (Sanchez y

Garcia Figueroa, F. L., 2022)
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1.2.2.12 Azucares reductores

Son un tipo de glacido con un grupo hidroxilo, capaz de reaccionar como agente reductor
con otras moléculas oxidantes. Podemos encontrar en este grupo monosacaridos reductores tal es
el caso como la glucosa, o podemos encontrar disacaridos reductores como la maltosa, lactosa,

celobiosa, a excepcion de la sacarosa (FIGURA 12). (Sanchez y Garcia Figueroa, F. L., 2022)

!

" GRUPO
ALDEHIDO LIBRE

FIGURA 12. Estructura de un disacarido reductor.
Fuente: Sanchez y Garcia Figueroa, F. L., 2022

1.2.2.13 Saponinas

Son un grupo de glucosidos que se usan en fitoterapia, en la industria de cosméticos y en
la medicina popular, tienen una particularidad cuando entran en contacto con la sangre ya que al
entrar en contacto con el colesterol logran hemolizar la muestra por ello es toxico una
administracion por via sanguinea, si es consumido por via oral en altas concentraciones producen
irritacion de la mucosa provocando diarrea, vomitos y dolor abdominal; a nivel renal produce
efecto diurético, a nivel pulmonar produce un efecto expectorante (FIGURA 13). (Sanchez y

Garcia Figueroa, F. L., 2022)

FIGURA 13. Estructura general de las saponinas.
Fuente: Martinez Guerra, J. J., 2006
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1.2.2.14 Resinas

Son sustancias solidas o de consistencia pastosa, con poca solubilidad en el agua,
mayormente solubles en alcohol y facilmente solidifican al contacto con el aire. Poseen funcion
como perfumes, adhesivos, barnices y aditivos alimenticios (FIGURA 14). (Sanchez y Garcia

Figueroa, F. L., 2022)

FIGURA 14. Estructura de la Baquelita, una resina representativa.
Fuente: Cano Flores, A., 2013

1.2.3 METODOS DE EXTRACCION
Existen cuatro principales grupos de métodos de extraccion de metabolitos secundarios:
Extracciéon mecénica, Destilacion, Extraccion con disolventes y Métodos variados (Extraccion

asistida por ultrasonidos, Extraccion asistida por microondas, Extraccion con fluidos supercriticos)

(FIGURA 15). (Pifiero, J., Sifaoui, 1., Lopez, A., 2015)
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FIGURA 15. Tipos de métodos de extraccion.
Fuente: Pifiero, J., Sifaoui, L., Lopez, A., 2015

1.2.3.1 Extraccion por maceracion

Pertenece a los métodos de extraccion con disolventes y consiste en sumergir los materiales
vegetales en un contenedor cerrado con un disolvente, dejandolos reposar a temperatura ambiente
durante un periodo previamente definido y opcionalmente con agitacion frecuente. (Pifiero, J.,
Sifaoui, 1., Lopez, A., 2015)

1.2.3.2 Extraccion por arrastre de vapor

Pertenece a los métodos de extraccion por destilacion y se aplica para obtener aceites
esenciales. Este método se caracteriza porque no pone en contacto directo la muestra vegetal con
el agua. Este método consiste en pasar el vapor de la caldera a través de la muestra vegetal, el
vapor hace que las células vegetales liberen los aceites esenciales y sean vaporizados,
posteriormente estos vapores son concentrados en un condensador donde se separa la fase acuosa

de la parte liquida. (Pifiero, J., Sifaoui, 1., Lépez, A., 2015)
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1.2.3.3 Extraccion por Incisiones

Pertenece a los métodos de extraccion mecanica y se aplica para extraer de la planta
exudados como resinas, mieles, entre otros. Este método se aplica realizando un raspado de la parte

en la que se encuentre la sustancia vegetal. (Piiiero, J., Sifaoui, 1., Lopez, A., 2015)

1.2.4 ROTAVAPOR

El rotavapor permite separar el disolvente de una muestra sin dafarla por procesos de
presion reducida. Este sistema se encuentra conectado a una bomba de vacio el cual genera una
presion negativa haciendo que el punto de ebullicion del disolvente sea mucho menor. El matraz
de base cilindrica en cada giro distribuye de manera uniforme la temperatura emitida por el bafio

maria (FIGURA 16).

FIGURA 16. Partes del rotavapor.
Fuente: Labbox, 2022

1.2.5 EFECTO BACTERICIDA

Es la capacidad de una sustancia para inhibir de manera irreversible el crecimiento de una
bacteria. Se diferencia del efecto bacteriostatico porque este es reversible o transitorio a nivel de

sus multiples mecanismos enzimaticos. (Ayala Aguilar, J. L., 2019)
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1.2.5.1 Efecto bactericida de los extractos etandlicos

Algunos compuestos fitoquimicos poseen propiedades bactericidas como:

» Los alcaloides isoquinoléicos interfieren con el ADN bacteriano inhibiendo la
funcion de las proteinas y la sintesis de enzimas de transcripcion. (Sepulveda
Jiménez, G., 2003)

» Los fenoles destruyen la pared, la membrana celular e inactivan los sistemas
enzimaticos con mejor accion sobre los Gram positivos. (Xu, P., 2021)

» Algunas naftoquinonas como la 5- amino-8-hidroxi-1,4-naftoquinona tienen efecto
bactericida sobre Gram positivos y Gram negativos por la presencia de un grupo
carbonilo y un sustituyente que puede ser hidroxilo o amino, los cuales le permitirdn
realizar multiples puentes de hidrogeno intra moleculares alterando la estructura
del ADN y bloqueando canales de membrana. Otros tipos de naftoquinonas como
el 3-mercapto-1,4-naftoquinona que presenta efecto bactericida en E. coli y S.
aureus cuyo mecanismo de accidn consiste en inhibir la sintesis de la pared celular.
(Leyva, E., 2016)

» Esteroides como el acido fusidico interfieren con el factor de elongacion G a nivel
del ribosoma, inhibiendo de esta manera la sintesis proteica. (Calvo, J., 2009)

» Los taninos presentan accion bactericida porque inhiben la absorcion de nutrientes
en las bacterias. (Xu, P., 2021)

» El grupo hidroxilo de los flavonoides interactiian con las proteinas de membrana,
lo cual aumenta la rigidez y perdida de la morfo-funcion. En organismos como E.
coli inhibe la capacidad de generar biopeliculas. (Bernal Mercado, A. T., 2019)

» Saponinas poseen una capacidad fisicoquimica que disminuye la permeabilidad de

membrana y la desintegra. (Valdivia, C., 2020)
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1.2.6 PRUEBA DE KIRBY BAUER

Es un método conocido también como “disco difusion” que nos permite hallar la
sensibilidad de un agente bacteriano o micdtico frente a un medicamento o sustancia. El método
consiste en inocular sobre toda la superficie del agar en placa una determinada cantidad de
bacterias ajustada a 0.5 segun la escala de McFarland, para luego colocar sobre ella discos de papel
filtro con antibidtico o una sustancia en evaluacion para luego medir su capacidad inhibitoria. Es
muy aplicado en organismos de crecimiento rapido, para poder observar el tiempo y grado de

inhibicion. La prueba se basa en resultados cualitativos. (Reafio Ortega, C. K., 2014)

1.2.7 ATCC 35218 Escherichia coli (Mingula) Castellani and Chalmers
1.2.7.1 Descripcion

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, aerobio facultativo, periflagelar, movil, que
mide de 1 a 3 um y forma parte de la microbiota intestinal habitual del hombre, pudiéndose
encontrar en el medio ambiente, alimentos y aguas contaminadas. En el campo de la investigacion,
E. coli es un organismo modelo utilizado frecuentemente en el laboratorio, por su velocidad de
crecimiento y pocos requerimientos nutricionales. Ademds, la estructura del genoma de
Escherichia coli es altamente flexible y es usada para experimentos de genética y biologia
molecular (Croxen, M. A., et al., 2013). Esta cepa se utiliza en ensayos de antibidticos, con
evaluacion en agar Mueller-Hinton y como una cepa para el control de calidad de pruebas de
susceptibilidad (American Type Culture Collection, 2020). En la (FIGURA 17) contamos con

una imagen de E. coli.
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FIGURA 17. Imagen de Escherichia coli bajo microscopia éptica a 1000x,
diferenciada mediante la tincion de Gram.
Fuente: Elaboracion propia

1.2.7.2 Taxonomia

Reino: Monera
Filum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacterales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia
Especie: Escherichia coli
ATCC: 35218
Segun la clasificacion del NCBI, 2018
1.2.7.3 Identificacion bioquimica
E. coli es una bacteria oxidasa negativa, catalasa positiva, anaerobio facultativo, cuya
temperatura de crecimiento preferentemente es 37 °C mesotermo, fimbriado y cominmente es
movil por flagelos peritricos. (Blount, Z. D., 2015). Esta bacteria puede ser identificada

bioquimicamente por las siguientes caracteristicas especificadas en la TABLA 1.
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TABLA 1. Identificacion bioquimica de Escherichia coli

PRUEBA BIOQUIMICA REACTIVIDAD
ONPG (Lactosa) Positivo
Reduccién de nitrato Positivo
Catalasa Positivo
Lisina descarboxilasa Positivo
Ornitina descarboxilasa Positivo
Indol Positivo
Citrato Negativo
Movilidad Positivo
Urea Negativo

Fuente: ABIS online, 2010.

1.2.7.4 Patogenia

Escherichia coli es el agente etiologico en el 80% de los casos de infecciones de tracto
urinario (ITU), también puede producir enfermedades respiratorias e infecciones en el torrente

sanguineo. (CDC, 2022)

1.2.8 ATCC 25923 Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach
1.2.8.1 Descripcion

Son cocos Gram positivos que llegan a medir de 0.5 a 1.5 micras, los cuales se encuentran
agrupados a manera de racimo de uva. Son bacterias no moviles, no son esporuladas y carecen de
capsula, son anaerobias facultativas, siendo catalasas positivas. (Cervantes Garcia, E., Garcia
Gonzales, R., & Salazar Schettino, P. M., 2014). Esta cepa es un aislado clinico, secuenciado y
utilizado en la prueba de deteccion de Estreptococcus agalactiae del grupo B-hemolitico, analisis

de concentrado de humo de lefia, evaluaciones en agar, evaluacion de inocuidad de productos
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lacteos, y antibiograma por disco difusion (American Type Culture Collection, 2013). En la

(FIGURA 18) contamos con una imagen disefiada de forma tridimensional de S. aureus.

FIGURA 18. Imagen de Staphylococcus aureus bajo microscopia 6ptica a 1000x,
diferenciada mediante la tincion de Gram.
Fuente: Elaboracion propia

1.2.8.2 Taxonomia

Reino: Monera
Filum: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphyloccocus
Especie: Staphylococcus aureus
ATCC: 25923

Segun la clasificacion del NCBI, 2020
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1.2.8.3 Identificacion bioquimica

Las caracteristicas bioquimicas de S. aureus se detallan en la TABLA 2.

TABLA 2. Identificacion bioquimica de Staphylococcus aureus

PRUEBA BIOQUIMICA REACTIVIDAD
ONPG (Lactosa) Positivo
Reduccion de nitrato Positivo
Catalasa Positivo
Arginina dihidrolasa Positivo
Produccion de acetoina Positivo
Fibrinolisina (25 a 74 %) Positivo
Produccioén de acido D-Lactico Positivo
Manitol Positivo
Manosa, Trealosa, Ribosa, Turanosa, Fucosa Positivo

Fuente: ABIS online, 2020.

1.2.8.4 Patogenia

Staphylococcus aureus es el agente causal de infecciones profundas como osteomielitis y

endocarditis, lesiones cutdneas, infecciones nosocomiales como también infecciones por

intoxicacion alimentaria causado por la liberacion de enterotoxinas. (ABIS online, 2020)
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CAPITULO II. MATERIALES Y METODOS

2.1 LUGAR DE EJECUCION

La preparacion y obtencion de los extractos y la fase experimental con los microorganismos

se realiz6 en los laboratorios de Microbiologia de Aguas y Alimentos de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas y el laboratorio LQ 204 de bioquimica en la Facultad de Ciencias, ambas facultades

pertenecientes y ubicadas dentro de la ciudad universitaria de Perayoc de la Universidad Nacional

de San Antonio Abad del Cusco.

2.2 MATERIALES
2.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

- Taraxacum officinale F. H. Wigg “Diente de Leon”
- Escherichia coli (Mingula) Castellani and Chalmers — ATCC 35218
- Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach - ATCC 25923

2.2.2 MEDIOS DE CULTIVO

- Agar Mueller Hinton (Liofilchem)
- Agar Base Sangre (Liofilchem)
- Caldo BHI (Liofilchem)

2.2.3 REACTIVOS

- Acetato de cobre

- Acido clorhidrico al 1%

- Acido clorhidrico concentrado
- Acido sulftrico concentrado

- Anbhidrido acético

- Benceno

- Cloroformo

- Cloruro de sodio

25



Dimetilsulféxido (DMSO) al 99%
Etanol Absoluto

Etanol de 96°

Hidroxido amonico
Hidroxido de potasio al 5%
Hidroxido de sodio
Hidroxido de sodio al 5%
Lugol

Magnesio en polvo
Ninhidrina al 2%

Reactivo de Baljet
Reactivo de Dragendorf
Reactivo de Mayer
Reactivo de Wagner
Sulfato ctprico

Tartrato de sodio y potasio

Tricloruro férrico al 10%

2.2.4 MATERIAL DE LABORATORIO

2.2.4.1 Equipos

Incubadora (H. W. Kessel S. A. modelo EK-610)
Rotavapor (PACK-CARD 6890 N)

Bafio Maria (Hubner)

Autoclave (Phoenix modelo AV-75 PLUS 121X 15)
Balanza analitica (H. W. Kessel S. A. modelo EK-200)
Calentador eléctrico (SKR)

Micropipetas y puntas de 5 — 50 pL. (DRAGON-LAB)
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Micropipetas y puntas de 10 — 100 uL (DRAGON-LAB)

2.2.4.2 Material de vidrio

Frasco de vidrio con tapa de goma
Tubos de ensayo con capacidad de 5 mL
Lunas de reloj

Matraz de 250 mL

Matraz de 500 mL

Probeta de 100 mL

Pipeta de 50 mL

Bagueta

2.2.4.3 Otros materiales

Bolsas de papel de 30 x 40
Papel aluminio

Paleta metalica

Gasa

Algodon

Papel Kraft

Pabilo

Papel filtro

Discos de sensibilidad de fosfomicina de 200 pg
Hisopos estériles

Placas de Petri de 100 x 15 mm

Agua destilada

27



2.3 METODOS
2.3.1 TIPO DE INVESTIGACION

La presente investigacion es de tipo experimental, de nivel exploratorio y disefio
cuasiexperimental debido a que se manipulara deliberadamente una o mas variables
independientes y no se asignara al azar la dosis del extracto etandlico al 96% del T. officinale F. H.
Wigg “Diente de Leon”. Los detalles de como se procedié durante la investigacion lo resumimos
en el (FLUJIOGRAMA 1).

FLUJOGRAMA 1. Protocolo del trabajo de investigacion

Coleccion de
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Fuente: Elaboracion propia
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2.3.2 LUGAR DE COLECCION

Las muestras vegetales, correspondiente a los tallos de 7. officinale F. H. Wigg, fueron
recolectadas del 1 al 12 de marzo de 2023 en horas de la mafiana, durante la época de lluvias, en
la zona de Corao del distrito de San Sebastian, provincia Cusco, region Cusco. Con las coordenadas

de -13.504780 y latitud sur. -71.910740” longitud oeste (FIGURA 19).

FIGURA 19. Zona de Corao.

Fuente: Elaboracion propia
2.3.3 METODO DE RECOLECCION DE MUESTRAS VEGETALES
Las muestras vegetales se recolectaron de manera manual, sin la ayuda de tijeras,
seleccionando solo los tallos de los individuos en estado de floracion, con una longitud de tallo
mayor a 15 cm de largo y depositados en bolsas de papel. (Olivera Delgado, L. I. & Gutierrez
Felix, E. G., 2021).

2.3.4 IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LA MUESTRA VEGETAL

Para la identificacion taxondmica las muestras fueron clasificadas por mejor ejemplar y
posteriormente extraidas desde la base, conservando cada parte en buen estado para una correcta

identificacion. Luego fueron puestas en papel kraft y presionadas para su secado por 7 dias. Una
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vez culminado el proceso de secado, fueron llevadas al especialista en el Herbario Vargas CUZ
para su identificacion.

2.3.5 CRITERIOS DE SELECCION DE LA MUESTRA VEGETAL

Se usaron tallos de 7. officinale F. H. Wigg, excluyendo completamente flor y hojas.
Ademas, se excluyeron los tallos que se encontraban parasitados, dafiados y atacados por insectos.
Los tallos en buen estado fueron debidamente lavados con agua destilada, para eliminar impurezas
como polvo y residuos extrafios sin dafiar la estructura del tallo (Olivera Delgado, L. I. &
Gutierrez Felix, E. G., 2021).

2.3.6 SECADO DE LAS MUESTRAS

Los tallos fueron secados a temperatura ambiente por 24 horas y luego secados en estufa a
37°C por 5 dias para no dafiar los metabolitos secundarios. (Azuero, A., et al., 2016).

2.3.7 CALCULO DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD

Se calcul6 el porcentaje de humedad por un método gravimétrico donde se considero el
peso de los tallos luego ser recolectados (Peso fresco) y el peso de los tallos luego de ser sometidos
al proceso de secado en estufa (Peso Seco) para aplicar la siguiente formula: (Olivera Delgado,

L. I. & Gutierrez Felix, E. G., 2021)

P — P,
%Hmd=%
f

Donde:

%Hmd = Porcentaje de humedad
Pf = Peso fresco
Ps = Peso seco
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2.3.8 EXTRACCION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS
2.3.8.1 Molienda y almacenamiento

El material seco fue triturado con el objetivo de tener un mayor campo de extraccion de
metabolitos secundarios. El material generado fue almacenado en un frasco rotulado hasta su
posterior uso. (Rodriguez Pava, C. N., et al., 2017)

2.3.8.2 Maceracion

Se usaron 250 g de material seco molido de tallos de T. officinale F. H. Wigg para ser
macerados en 500 mL de etanol al 96% en un frasco de vidrio transparente con tapa de goma y
capacidad de un litro, el cual fue forrado posteriormente con aluminio para evitar el ingreso de
radiacion, crecimiento de microorganismos, generar desbalances de temperatura y alteracion en la
composicion de compuestos fotosensibles. Fueron macerados durante 8 dias en un ambiente
oscuro. Una vez culminado el periodo, la solucion fue filtrada para posteriormente ser incorporada
en un rotavapor a 40°C y 175 mbar con el fin de evaporar todo el etanol (Rodriguez Pava, C. N.,
et al., 2017).

2.3.9 CALCULO DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

Se calcul¢ el porcentaje de rendimiento por un método gravimétrico donde se considerd el
peso de los tallos de T officinale luego de ser sometidos al proceso de secado en estufa (Peso Seco)
y el peso del extracto etanolico luego de finalizar su separacion del diluyente en el rotavapor para

luego aplicar la siguiente formula: (Olivera Delgado, L. I. & Gutierrez Felix, E. G., 2021)

i
%P, =
[
Donde:
%Pr = Porcentaje de rendimiento

Pf= Peso final del extracto etandlico obtenido en el rotavapor
Pi = Peso seco
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2.3.10 METODOLOGIA PARA EL ANALISIS FITi OQUfMI CO CUALITATIVO
2.3.10.1 Alcaloides

% Reaccion de Dragendorff: Se preparé 1 mL de solucion al 1% de acido clorhidrico

en agua y se homogeneizo6 con 500 mg de extracto etandlico. Luego de la obtencion
de la solucion acida se agregd 3 gotas de reactivo de Dragendorff. (Olivera
Delgado, L. 1., & Gutierrez Felix, E. G., 2021). La reaccion se basa en la
combinacion de los alcaloides con metales pesados, para lo cual se necesita como
medio de reaccion una solucion acuosa acida. Para la precipitacion de los alcaloides
se necesita acidos de elevado peso molecular como el reactivo de Dragendorff

(yodobismutato potasico) (FIGURA 20). (Valdivia, C., 2020)

FIGURA 20. Reaccion de Dragendorff.
Fuente: Valdivia, C., 2020

¢ Reaccion de Mayer: Se prepar6 1 mL de solucion al 1% de acido clorhidrico en

agua y se homogeneiz6 con 500 mg de extracto etanolico. Luego de la obtencion
de la solucion acida se agregd 250 mg de NaCl, se agitd y se filtro. A lo obtenido

se agregd 3 gotas de la solucion de Mayer. (Olivera Delgado, L. 1., & Gutierrez
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Felix, E. G., 2021). El atomo de nitrogeno del alcaloide que posee un par solitario
de electrones y facilita la formacion de un enlace covalente coordinado con el ion
metalico potasio del reactivo de Mayer (tetrayodomercurato de potasio) y como
consecuencia de dicho enlace se crea un complejo de color crema que aparece en

forma de precipitados (FIGURA 21). (Huamani Cardenas, C. A., 2010)

FIGURA 21. Reaccion de Mayer.
Fuente: Huamani Cardenas, C. A., 2010

®,

¢ Reaccion de Wagner: Se prepard 1 mL de solucion al 1% de acido clorhidrico en

agua y se homogeneiz6 con 500 mg de extracto etanolico. Luego de la obtencion
de la solucidn acida se agregd 3 gotas de reactivo de Wagner (Yodato potasico).
(Olivera Delgado, L. I., & Gutierrez Felix, E. G., 2021). En esta reaccion el yodo
del reactivo en presencia del alcaloide forma un triyoduro el cual se vera atraido
por el anillo protonado del alcaloide haciendo que este precipite por el peso
molecular adquirido (FIGURA 22). (Carranza Vega, D. E. & Huayanay Viera,

J. A., 2009)
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FIGURA 22. Reaccion de Wagner.
Fuente: Carranza Vega, D. E. & Huayanay Viera, J. A., 2009

2.3.10.2 Quinonas

Se realizé mediante la Reaccion de Quinonas, para lo cual se introdujo 5 mg de extracto
seco en 0.1 mL de etanol absoluto y 0.2 mL de la solucion de hidroxido de sodio al 5%.
(Universidad Nacional Mayor de San Marcos, 2010). A diferencia de la reaccion de Borntrager
Kraus, este método permite identificar cualquier tipo de quinona mediante el cambio de color en
la molécula que puede ser amarillo, rojo o violeta correspondiente a longitudes de onda de entre

450 a 668 nm (FIGURA 23). (Huamani Cardenas, C. A., 2010)

NaOH

FIGURA 23. Reaccion para la identificacion de Quinonas.
Fuente: Huamani Cardenas, C. A., 2010
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2.3.10.3 Esteroides y triterpenoides libres

La reaccion de Liebermann - Burchard puede permitirnos reconocer los triterpenos y/o
esteroides que presente el extracto etandlico seco, para lo cual se us6 1 mL de cloroformo y 1000
mg de extracto etanolico seco. Posteriormente se le agregd 1 mL de anhidrido acético y se mezclo,
con cuidado se dejo caer por un lado de la pared 2 a 3 gotas de 4cido sulfurico concentrado, esto
sin agitar el tubo. (Bermejo de Zaa, A. A., et al., 2014). La reaccion de Liebermann — Burchard
necesita un medio acido fuerte para que el esteroide sufra una oxidacion gradual y producto de la
protonacion del grupo hidroxilo ocurre un cambio de color a rojo con un méximo de absorbancia

de 620 nm (FIGURA 24). (Huamani Cardenas, C. A., 2010)

FIGURA 24. Reaccion de Liebermann - Burchard.
Fuente: Huamani Cardenas, C. A., 2010

2.3.10.4 Flavonoides

Se realizo con la reaccion de Shinoda, para lo cual se suspendid 1000 mg del extracto
etanolico seco en 1 mL de una relacion alcohol-agua 1:5, luego se procedio a filtrar. A dicho filtrado
se le agreg6 500 mg de magnesio en polvo, luego se le agregd gota a gota HCI concentrado.
(Carbajal Rojas, L., et al., 2009). En esta reaccion el magnesio metalico es oxidado por el 4cido
clorhidrico concentrado, produciendo hidrogeno molecular, el cual se elimina en forma de gas,

mientras el que el cloruro de magnesio reacciona con el flavonoide, disocidndose y formando un
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enlace i6nico el cloro con el anillo del flavonoide (FIGURA 25). (Huamani Cardenas, C. A.,

2010)

FIGURA 25. Reaccién de Shinoda.
Fuente: Huamani Cardenas, C. A., 2010

2.3.10.5 Fenoles y taninos

Se uso la reaccion de cloruro férrico, 1000 mg de extracto etanolico seco se suspendid en
3 gotas de una relacion alcohol-agua 1:5. Posteriormente se agregd 3 gotas tricloruro férrico al
10% en agua destilada. (Bermejo de Zaa, A. A., et al., 2014). En esta reaccion el cloruro férrico
es neutralizado con hidroxido soédico hasta que se forme un leve precipitado, luego debe ser
disuelta en agua, posteriormente la disolucién neutra de cloruro forma un complejo coloreado
transitorio o permanente de color purpura, verde o azul (FIGURA 26). (Carranza Vega, D. E. &

Huayanay Viera, J. A., 2009)

FIGURA 26. Reaccion de Cloruro férrico.
Fuente: Carranza Vega, D. E. & Huayanay Viera, J. A., 2009
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2.3.10.6 Saponinas

Se realizd mediante la prueba de espuma, para lo cual se suspendié 1000 mg de extracto
etandlico seco en 1 mL de alcohol al 96% y agregd 5 mL de agua destilada, y luego se agitd
fuertemente durante 10 min. (Olivera Delgado, L. 1., & Gutierrez Felix, E. G., 2021). Este tipo
de moléculas tiene la propiedad fisico-quimica de disminuir la tensioén superficial por lo cual
producen abundante espuma. (Valdivia, C., 2020)

2.3.10.7 Lactonas y cumarinas

Se uso la reaccion de Baljet, 1000 mg de extracto etanolico seco se suspendio en 1 mL de
una relacion alcohol-agua 1:5. Se agreg6 1 mL de reactivo de Baljet. (Olivera Delgado, L. I., &
Gutierrez Felix, E. G., 2021). La reaccion se basa en la formacion de un complejo entre el dcido

picrico y el ciclo lactonico de estos compuestos (FIGURA 27). (Huamani Cardenas, C. A., 2010)

FIGURA 27. Reaccion de Baljet.
Fuente: Huamani Cardenas, C. A., 2010
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2.3.10.8 Aminoacidos libres

Se realizd la reaccion de Ninhidrina, usamos 1000 mg de extracto etanolico seco y se
suspendié en 2 mL de ninhidrina al 2% en agua. La mezcla se incub6 por 10 min en bafio maria,
donde si se visualiza un color azul violaceo es positivo. (Bermejo de Zaa, A. A., et al., 2014). En
esta reaccion el grupo amina del aminoécido se libera y forma un complejo con la ninhidrina, para
luego posteriormente liberar 2 hidrégenos y generar el enlace con otra molécula de ninhidrina
(FIGURA 28). (Huamani Cardenas, C. A., 2010)
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FIGURA 28. Reaccion de Ninhidrina.
Fuente: Huamani Cardenas, C. A., 2010

2.3.9.9 Azucares reductores

Se realiz6 la reaccion de Fehling, preparando:

- Solucion A: 350 mg de sulfato cuprico hidratado cristalizado se disuelve en 10 mL
de agua

- Solucion B: 1500 mg de tartrato de sodio y potasio con 400 g de hidroxido de sodio
se disuelven en 10 mL de agua

Para la evaluacion de azucares reductores se pesé 1000 mg de extracto etandlico seco y se
suspendi6 en 1 mL de agua. Se le agregd 1 mL de la soluciéon Ay 1 mL de la solucion B. Luego se
incubo6 a baino maria por 10 min. (Bermejo de Zaa, A. A., et al., 2014). La reaccion aprovecha el
poder reductor del grupo aldehido, que pasa a un 4cido, reduciendo la sal de cobre (II) a oxido de

cobre (I) formando asi un precipitado rojo (FIGURA 29). (Valdivia, C., 2020)
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FIGURA 29. Reaccion de Fehling.
Fuente: Valdivia, C., 2020

2.3.10.10 Polisacaridos

Reaccion de yodo lugol; se prepard 250 mg de extracto etandlico seco y se suspendio en 1
mL de agua destilada, luego se agregd 0.5 mL de reactivo de lugol, posteriormente se flamed
suavemente en un mechero de alcohol. (Bermejo de Zaa, A. A., et al., 2014). Esta reaccion ocurre
cuando el yodo se introduce entre las espiras de las moléculas de los polisacéaridos, generando un
cambio de color a un azul violeta. (Huamani Cardenas, C. A., 2010)

2.3.10.11 Resinas

La reaccion para identificacion de resinas se realiza con 0.5 mL de agua destilada y 500
mg de extracto etandlico seco, luego se homogenizd para poder agregar 200 mg de acetato de
cobre. (Bermejo de Zaa, A. A., et al., 2014). En esta reaccion el acetato se encarga de reducir el
complejo de las resinas lo cual deja atomos de cobre libres, que terminan por oxidarse con el

oxigeno del ambiente y genera un cambio de color de verde a esmeralda. (Valdivia, C., 2020)
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2.3.11 DILUCION DEL EXTRACTO ALCOHOLICO

El dimetilsulfoxido (DMSO) es un disolvente altamente polar y se obtiene como
subproducto de la fabricacion de pulpa de celulosa, asimismo, puede ser usado para conservar el
principio activo de un medicamento. (Rodriguez Pava, C. N., et al., 2017). Ademas, se determino
que el DMSO no posee efecto bactericida por lo cual no infiere en los resultados obtenidos
(Bullain Galardis, M. M., 2014). En la (FIGURA 30) detallamos como se us6 DMSO al 99%
como diluyente para preparar las concentraciones de 1000, 500, 250 y 125 mg/mL segun estipula

el clinical and laboratory standards institute (CLSI). (Rodriguez Pava et al., 2017)

FIGURA 30. Representacion de la preparacion de las concentraciones.
Fuente: Elaboracion propia

2.3.12 ACTIVACION DE LAS CEPAS
Las cepas ATCC 35218 y 25923 fueron compradas en la marca GenLab. (ANEXO 2)

2.3.12.1 ATCC 35218 Escherichia coli

El producto viene en presentacion de cultivo de preceptrol. Se rehidraté el precipitado con
0.5 mL de caldo BHI (ANEXO 4). Luego se transfiri6 el contenido a un tubo de ensayo estéril con
5 mL de caldo BHI. Para cultivar la cepa en placa, se usé agar sangre (ANEXO 3) (American
Type Culture Collection, 2020). En la (FIGURA 31) mostramos las colonias que crecieron de E.

coli sobre el agar sangre. La cepa esta certificada (ANEXO 6)
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FIGURA 31. Fotografia de la cepa ATCC 35218 E. coli en placa con agar sangre.
Fuente: Elaboracion propia

2.3.12.2 ATCC 25923 Staphylococcus aureus

El producto viene en presentacion de cultivo de preceptrol. Se rehidrato el precipitado con
0.5 mL de caldo BHI (ANEXO 4). Luego se transfiri6 el contenido a un tubo de ensayo estéril con
5 mL de caldo BHI. Para cultivar la cepa en placa, se usé agar sangre (ANEXO 3) (American
Type Culture Collection, 2013). En la (FIGURA 32) mostramos las colonias que crecieron de S.

aureus sobre el agar sangre. La cepa esta certificada (ANEXO 7)

FIGURA 32. Fotografia de la cepa ATCC 25923 S. aureus en placa con agar sangre.
Fuente: Elaboracion propia
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2.3.13 PRUEBA DE KIRBY BAUER

El método de Kirby-Bauer o disco difusion es un método cualitativo, para determinar la
susceptibilidad de un microorganismo frente a los medicamentos de tipo antimicrobiano, a partir
de una concentracion estandarizada o conocida, este método es mayormente usado para
microorganismos de crecimiento rapido, el cual consiste en colocar discos impregnados con
antibidtico en placas de agar inoculadas con el microorganismo en evaluacion, el cual puede ser
medido en un rango Sensible (S), Intermedio (I) o Resistente (R). (Vazquez-Pertejo, M., 2020)

Las medidas de los halos de sensibilidad generados en el estudio fueron comparadas con
la escala de Duraffourd para determinar la sensibilidad de la bacteria al extracto etandlico, donde
las medidas correspondientes en la escala son: sensibilidad nula (<=8 mm), sensible (8 — 14 mm),
muy sensible (15 — 20 mm) y Altamente sensible (>20 mm) (Ayala Aguilar, J. L., 2019)

2.3.13.1 Preparacion del inéculo bacteriano

Se uso dos tubos de ensayo con 3 mL de agua destilada esterilizada, en uno se agreg6
colonias de E. coli (Suspension A) y al otro colonias de S. aureus (Suspension B). La turbidez fue
ajustada al equivalente del estandar de 0.5 en la escala de McFarland el cual corresponde a una
media de 1.5 x 10® UFC/mL. El medio de cultivo usado en la prueba de sensibilidad fue el Agar
Mueller Hinton de la marca Liofilchem (ANEXO 5), y se prepararon 1000 mL para 40 placas
respetando la relacion de 34.0 g de agar por cada 1000 mL de agua destilada (Sacsaquispe
Contreras, R. E., y Velasquez Pomar, J., 2002).

2.3.13.2 Preparacion de discos en blanco e inoculacion en discos

Se us6 papel filtro N° 3 de 125 mm en marca Whatman, el cual fue perforado generando
pequefios circulos de 5 mm de didmetro, los cuales se denominaron como “Disco en blanco”.
Luego fueron esterilizados por calor seco en placas de vidrio a 150°C por 2 horas y media. Cuando
los discos en blanco se enfriaron se les agreg6 5 uL de un aditivo liquido que podria ser el extracto
etandlico o el control negativo y se dejo secar por 24 horas a temperatura ambiente. (Harfouch,

R. M., & Ghosh, S.,2021). En el presente estudio se prepararon 240 discos en blanco de los cuales
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40 discos fueron inoculados con la concentracion de 1000 mg/mL, 40 discos fueron inoculados
con la concentraciéon de 500 mg/mL, 40 discos fueron inoculados con la concentracion de 250
mg/mL, 40 discos fueron inoculados con la concentracion de 125 mg/mL, 40 discos fueron
inoculados con el control negativo y 40 discos quedaron como respaldo en caso de dafio.

2.3.13.3 Control positivo

Se us6 como control positivo Fosfomicina de 200 pg por ser un antibidtico recomendado
para el tratamiento de infecciones causadas por Gram negativos multirresistentes y Gram positivos,
con la capacidad de interrumpir la sintesis de la pared celular mediante la inhibicion de
fosfoenolpiruvato sintetasa, interfiriendo de esa manera con la produccion de peptidoglicano e
inhibiendo su crecimiento en placa. (Werth, B., 2022)

2.3.13.4 Control negativo

Se usé como control negativo DMSO al 99%. En 40 discos en blanco de papel filtro se
agregd 5 uL del control negativo y se dejo secar por 24 horas. (Harfouch, R. M., & Ghosh, S.,
2021)

2.3.13.5 Distribucion de discos en placas

Con la ayuda de un hisopo estéril se inoculd por agotamiento en superficie 20 placas con
la suspension A y otras 20 con la suspension B dando un total de 40 placas. Una vez inoculado se
dej6 la placa en reposo durante 5 minutos a temperatura ambiente para proceder a colocar los
discos de sensibilidad y los controles positivo y negativo en la superficie de la placa a una distancia
de 30 mm entre cada disco y 20 mm de los bordes de la placa. (Ayala Aguilar, J. L., 2019). Se
realizo la experimentacion en 20 placas para cada cepa, obteniendo en cada placa 6 discos segun
la distribucion de la TABLA 3, en la (FIGURA 33) se muestra una descripcion grafica de la

distribucién de discos en placa.
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TABLA 3. Distribucion de discos por placa

Placa de Escherichia coli

Placa de Staphylococcus aureus

1 disco con concentracion de 1000 mg/mL

1 disco con concentracion de 1000 mg/mL

1 disco con concentracion de 500 mg/mL

1 disco con concentracion de 500 mg/mL

1 disco con concentracion de 250 mg/mL

1 disco con concentracion de 250 mg/mL

1 disco con concentracion de 125 mg/mL

1 disco con concentracion de 125 mg/mL

1 disco con DMSO al 99% (Control Negativo)

1 disco con DMSO al 99% (Control Negativo)

1 disco de fosfomicina de 200 microgramos
(Control Positivo)

1 disco de fosfomicina de 200 microgramos
(Control Positivo)

Fuente: Elaboracion propia
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FIGURA 33. Distribucion de discos en cada una de las placas
Fuente: Elaboracion propia
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2.3.13.6 Lectura de las placas

En cada una de las placas se tomo las medidas del halo de inhibicidon para cada disco en
base al didmetro y con la ayuda de un vernier digitalizado (Sacsaquispe Contreras, R. E., y
Velasquez Pomar, J., 2002). Luego dichas medidas fueron clasificadas segiin la escala de
Duraffourd (sensibilidad nula (<=8 mm), sensible (8 — 14 mm), muy sensible (15 — 20 mm) y

Altamente sensible (>20 mm)) (Ayala Aguilar, J. L., 2019)

2.3.14 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos recolectados fueron sistematizados en el programa Microsoft Excel para realizar
la distribucion de frecuencia absoluta, porcentual, analisis de varianza y test de Chi cuadrado,
medida de tendencia central y dispersion, trabajando con un nivel de confianza de 95%. (Werth,

B., 2022)
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CAPITULO III. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 RECOLECCION E IDENTIFICACION DE Taraxacum officinale F. H. Wigg (DIENTE
DE LEON)

Se recolectaron las muestras vegetales en la zona de Corao del 1 al 12 de marzo de 2023
en horas de la mafana, verificando de posea las caracteristicas principales de la especie (hojas
dentadas, inflorescencia amarilla y tallo liso) y priorizando los especimenes de tallo largo. Se
selecciond 2 muestras de diente de ledn con caracteristicas muy representativas, que fueron
extraidas conservando toda su estructura, para posteriormente realizar el proceso de herborizacion
y ser trasladadas al Herbario Vargas CUZ para su identificacion y certificacion taxonomica, donde
el especialista determind que la especie era Taraxacum officinale F. H. Wigg y emitio la
certificacion correspondiente (ANEXO 1).

3.2 PORCENTAJE DE HUMENDAD DE TALLOS DE Taraxacum officinale F. H. Wigg

Se colectaron 3248 g de tallos de T officinale en peso fresco, tras un proceso de secado las

muestras pesaron 437 g. Con los datos obtenidos podemos hallar el porcentaje de humedad donde:

(3248 — 437)
wHmd = 3748 * 100 = 87.47%

Se considera que un alto porcentaje de humedad esté relacionado con muchos procesos de
deterioro vegetal por hongos, insectos, oxidacion, etc. Es una desventaja obtener productos a partir
de esta especie vegetal por la alta demanda de agua y riesgo de deterioro que posee.

Olivera Delgado, L. 1., & Gutierrez Felix, E. G., 2021, usaron toda la estructura vegetal
(tallos, hojas y flores) y obtuvieron un porcentaje de humedad de 83.76% para las muestras de 7.

officinale recolectadas en la zona de Yucay, Urubamba por lo cual consideramos que los dientes
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de ledn en ambientes donde no hay lluvias recurrentes o generalmente son secos, es donde mas
agua almacenan.

3.3 PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DEL EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE
TALLOS DE Taraxacum officinale F. H. Wigg

Producto del secado de los tallos de 7. officinale se obtuvo un peso seco de 437 g, tras el
proceso de extraccion etandlica de metabolitos secundarios y su separacion del disolvente con
ayuda del rotavapor obtuvimos un peso de 11.0773 g. Con los datos obtenidos podemos hallar el

porcentaje de rendimiento donde:

11.0773

El porcentaje de rendimiento es muy bajo por lo cual no seria recomendable extraer los
metabolitos secundarios de los tallos de 7. officinale hallados en la zona de Corao, pues para poder
purificar los diferentes grupos de compuestos deberiamos colectar una muy grande cantidad lo
cual podria afectar al ecosistema.

Olivera Delgado, L. I., & Gutierrez Felix, E. G., 2021, usaron la totalidad de la estructura
vegetal sin exceptuar ninguna parte y obtuvieron un porcentaje de rendimiento de 7.66% para las
muestras de 7 officinale obtenidos en la zona de Yucay por lo cual consideramos que el tiempo de
maceracion de las muestras vegetales es influyente, dado que ellas realizaron la maceracion por

30 dias y nosotros solo 8 dias.
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3.4 SCREENING FITOQUIMICO CUALITATIVO DE TALLOS DE Taraxacum officinale

F. H. Wigg

Los resultados de las multiples reacciones quimicas fueron sistematizados en la TABLA 4

para lo cual se considerd el tipo de metabolito secundario, método, rangos de referencia y

resultados.
TABLA 4. Resultados del screening fitoquimico cualitativo
METABOLITO
SECUDARIO METODO RANGO DE REFERENCIA RESULTADOS
Reaccion de Turbio = Positivo (+)
Dragendorff Transparente = Negativo (-) (-)
Alcaloides Reaccion de Mayer Turbio = Positivo (+). (+)
Transparente = Negativo (-)
e Turbio = Positivo (+)
Reaccion de Wagner Transparente = Negativo (-) (+++)
Reaccion para Vi(?leta N P.O.Sitivo )
Quinonas identificacion de Rojo = Positivo (+) (+++)
. Amarillo = Positivo (+) Amarillo
quinonas Sin cambio de color = Negativo (-)
Esteroides y Reaccion de Cambio de color = Positivo (+) (+++)
triterpenoides libres | Liebermann - Burchard | Sin cambio de color = Negativo (-) Verde azulado
Rojo = Positivo (+)
Flavonoides Reaccion de Shinoda VlOIet? ~ POSIFIYO ) (+ )
Naranja = Positivo (+) Naranja
Sin cambio de color = Negativo (-)
Aminoacidos libres | Reaccion de Ninhidrina A.lel ViOléceO = Positivo (+). (-)
Sin cambio de color = Negativo (-)
Taninos pirocatecdlicos:
Verde intenso = Positivo (+)
Sin cambio de color = Negativo (+)
Reaccion de Cloruro Taninos pirogalotanicos: (+)

Fenoles y taninos

Férrico

Azul = Positivo (+)
Sin cambio de color = Negativo (-)

Fenoles:
Rojo = Positivo (+)
Sin cambio de color = Negativo (-)

Verde intenso

Positivo = Espuma mayor a 2 mm
permanente por un periodo de 2 a

Sin cambio de color = Negativo (-)

Saponinas Prueba de Espuma més minutos. (+) (-)
Negativo = Sin espuma (-)
Cambio de color a rojo = Positivo (+)
Lactoqas y Reaccion de baljet Precipitado rojo = Positivo (++) (+)
cumarinas Rojo
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Turquesa = Positivo (0.0 — 0.5%)
Verde = Positivo (0.6 — 1.0%)
Verde limén = Positivo (1.1 — 1.5%)
Amarillo = Positivo (1.6 — 2.5%)
Naranja = Positivo (2.6 — 3.5%)
Rojo = Positivo (3.6 — 4.0%)

Café = Positivo (> 4.0%)

Sin cambio de color = Negativo

Azucares
reductores

(++)

Reaccion de Fehling Narani
aranja

Reaccion de Yodo —
Lugol

Morado oscuro = Positivo

Polisacéridos . . .
Sin cambio de color = Negativo

(-)

Reaccion para
1dentificacion de resinas

Verde esmeralda = Positivo

Resinas . . .
Sin cambio de color = Negativo

(++)

Fuente: Elaboracion propia
Leyenda:
(-) No se detecta
(+) Poca cantidad
(++) Moderada cantidad
(+++) Cantidad abundante

Siete autores mencionados en los antecedentes realizaron el andlisis fitoquimico los cuales
detallamos en la TABLA 5:

TABLA 5. Resultados de otros autores en la evaluacion fitoquimica para metabolitos

secundarios
Olivera
Holgado, Delgado, L. Espadero Moncayo Hernéndez | Rodriguez .
AUTOR -> Nuest.ro M., etal. I',' & Bermeo, S. Rivera, Ch. Moreno, et | Pava, C. N., Sohail, et
trabajo Gutierrez M., etal. al. (2014)
(2015). . G. (2018) al. (2021) |etal.(2017)
Felix, E. G. (2022)
(2021)

Quinonas Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo

Flavonoides Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo
Saponinas Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo Negativo
Triterpenos Positivo Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo Negativo
Fenoles Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo

Taninos Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo

Alcaloides Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo
Lactonas Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo
Azucares reductores Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo
Esteroides Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo
Resinas Positivo | Sin evaluar | Sin evaluar | Sin evaluar | Sin evaluar | Sin evaluar | Sin evaluar | Sin evaluar
Polisacaridos Negativo | Sin evaluar | Sin evaluar | Sin evaluar | Sin evaluar | Sin evaluar | Sin evaluar | Sin evaluar
LUGAR -> CUSCO ECUADOR COLOMBIA | PAKISTAN
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El andlisis fitoquimico de las muestras colectadas en Ecuador y Pakistan no presentaron
quinonas, sin embargo, las muestras colectadas en Cusco (Corao) y Colombia si presentaron. Esto
podria deberse al tipo de suelo.

La presencia de flavonoides, esteroides, lactonas, fenoles y saponinas es muy variable
incluso si las muestras son colectadas en una misma area. Holgado, M., et al., 2015 y Olivera
Delgado, L. 1., & Gutierrez Felix, E. G., 2021 colectaron muestras en Urubamba (Yucay) y
difieren ante la presencia de flavonoides y saponinas. Ambos autores no mencionan la época del
afio en la que realizaron la colecta, ni tampoco el estadio del diente de ledn.

Holgado, M., et al., 2015 y Olivera Delgado, L. 1., & Gutierrez Felix, E. G., 2021 no
encontraron la presencia de triterpenoides en las muestras colectadas en Urubamba (Yucay) sin
embargo las muestras colectadas en Cusco (Corao) si mostraron la presencia de los metabolitos
secundarios antes mencionados.

Los azucares reductores, taninos y alcaloides se encuentran en las muestras colectadas de
Cusco (Corao) y Urubamba (Yucay), segiin nuestra investigacion, Holgado, M., et al., 2015 y
Olivera Delgado, L. 1., & Gutierrez Felix, E. G., 2021 lo que sugiere que el suelo en estas areas
favorece la sintesis de este compuesto sin que la altura o condicion climética afecte.

Compuestos como las resinas y polisacéridos no fueron evaluados en otros trabajos de
investigacion, sin embargo, la guia formulada por ESSALUD, 2002 menciona que las resinas se
encuentran formando parte de 7. officinale alrededor del pais, mas no menciona la lista de zonas

donde realizaron la coleccion y evaluacion.
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3.5 EVALUACION DEL EFECTO BACTERICIDA IN VITRO GENERADO POR EL
EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE TALLOS DE T. officinale F. H. WIGG A
DIFERENTES CONCENTRACIONES FRENTE A LA CEPA ATCC 35218 Escherichia coli

Se realizo la evaluacién en 20 repeticiones con las concentraciones antes mencionadas,
para lo cual sistematizamos los resultados obtenidos en la TABLA 6.

TABLA 6. Resultados de las placas inoculadas con E. coli y sometidas al antibiograma

Tamano del halo generado en milimetros:
#de | SOl control | 1000 500 250 125
placa (Fosfomicina) negativo| mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
1 34.4 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
2 34.1 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
3 35.6 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
4 35.6 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
5 34.9 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
6 19.6 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
7 35.9 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
8 36.5 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
9 35.0 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
10 35.7 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
11 35.0 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
12 37.0 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
13 34.0 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
14 34.0 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
15 35.2 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
16 37.4 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
17 36.1 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
18 21.6 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
19 34.3 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
20 34.0 (AS) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)

Fuente: Elaboracion propia
La clasificacion de valores en la TABLA 6 se realizo de acuerdo a la escala de Duraffourd,
donde <=8 es Resistente (R), 8 — 14 es Sensible (S), 15 — 20 es Muy Sensible (MS) y >20 es

Altamente Sensible (AS).
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Rodriguez Pava, C. N, et al., 2017 trabajo con cepas aisladas en hospital y demostro que el
extracto etanolico al 96% de tallos de T officinale genera efecto bactericida sobre E. coli, sin embargo,
en nuestros resultados podemos apreciar que, en todas las placas el extracto etandlico al 96% de tallos
de T officinale no genero efecto bactericida en E. coli en ninguna de las concentraciones pese a trabajar
con una cepa tipificada.

Harfouch, R. M., & Ghosh, S., 2021 trabajo con cepas aisladas en hospital y demostré que el
extracto etandlico de tallos de 7. officinale genera efecto bactericida sobre E. coli, sin embargo, en
nuestros resultados podemos apreciar que, en todas las placas el extracto etandlico al 96% de tallos de
T officinale no generd efecto bactericida en E. coli en ninguna de las concentraciones.

Hernandez Moreno, et al. 2021 trabajo con la cepa ATCC 25922 de E. coli y demostro que el
extracto etanolico al 96% de T. officinale a una concentracion de 60 mg/mL no genera efecto
bactericida. Tomando en cuenta este resultado nosotros optamos por usar concentraciones mayores y
aun asi no encontramos efecto bactericida.

Azuero, A., et al. 2016 trabajo con una cepa estandarizada ATCC (en la investigacion no refiere
el codigo) y uso extracto metandlico de hojas de 7. officinale a una concentracion de 40 mg/mL
encontrando en la prueba de disco difusion halos de inhibicion de 10 a 14 mm concluyendo que la
bacteria si presenta sencibilidad. De estos resultados deducimos que el extracto metanolico posee una
mejor sinergia con los metabolitos secundarios del 7. officinale.

Moncayo Rivera, Ch. M., et al. 2022 trabaj6 con la cepa ATCC 25922 de E. coli, pero a
diferencia de la demas revision bibliografica, uso el aceite esencial de 7. officinale y obtuvieron como
resultado efecto bactericida intermedio para E. coli con halos de inhibicién de 10.60 mm. Deducimos
que el aceite esencial puede presentar mejores metabolitos secundarios.

Olivera Delgado, L. I., & Gutierrez Felix, E. G. 2021 trabajaron con cepas
estandarizadas y demostraron que el extracto etandlico al 96% de T. officinale a concentraciones
como 400, 367, 333, 300, 267, 233, 200, 133, 67, 33, 16.67, 8.33 mg/mL, no generd efecto

bactericida a ninguna concentracion. Nosotros tampoco encontramos efecto bactericida.
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3.6 EVALUACION DEL EFECTO BACTERICIDA IN VITRO GENERADO POR EL
EXTRACTO ETANOLICO AL 96% DE TALLOS DE T. officinale F. H. WIGG A
DIFERENTES CONCENTRACIONES FRENTE A LA CEPA ATCC 25923 Staphylococcus
aureus

Se realizo la evaluacion en 20 repeticiones con las concentraciones antes mencionadas,
para lo cual sistematizamos los resultados obtenidos en la TABLA 7.

TABLA 7. Resultados de las placas inoculadas con S. aureus y sometidas al antibiograma

Tamano del halo generado en milimetros:
#de | SOl control | 1000 500 250 125
placa P03|t|_v(_) negativo| mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
(Fosfomicina)

1 38.0 6.4 8.4 6.2 5.2 5.5
2 39.8 5.4 8.8 7.5 6.3 6.0
3 40.8 5.8 8.9 7.9 7.9 7.1
4 39.0 5.1 9.8 9.3 8.9 7.1
5 43.0 5.8 9.2 9.5 8.9 7.3
6 41.9 5.7 9.3 10.5 9.3 10.0
7 43.2 6.4 10.0 10.6 9.7 10.2
8 38.0 5.9 10.2 10.9 10.1 10.3
9 42.9 5.2 10.4 11.0 10.1 11.3
10 47.6 54 11.0 11.2 10.3 11.6
11 40.7 53 11.2 12.0 10.3 11.7
12 41.4 5.6 11.3 12.1 12.5 12.1
13 46.8 5.8 12.1 13.4 13.2 12.7
14 49.2 6.7 12.4 13.8 14.0 13.1
15 34.2 6.2 13.2 14.0 14.0 13.8
16 44.9 6.3 14.3 14.4 14.1 14.1
17 46.6 5.9 15.1 14.2 16.1 13.1
18 47.6 6.0 15.2 14.4 16.1 16.4
19 47.0 6.7 14.8 14.8 17.1 16.4
20 40.4 6.3 19.2 15.1 17.5 16.5

Fuente: Elaboracion propia
El control negativo presenta halos de inhibicion por lo cual debemos restarle el valor
obtenido en cada uno de los resultados de la placa, exceptuando al control positivo pues este no

fue inoculado con DMSO.

53



En la TABLA 8 mostramos los valores obtenidos en laboratorio con el factor de correccion

en cada una de las placas

TABLA 8. Resultados de las placas inoculadas con S. aureus y sometidas al antibiograma

con factores de correccion del control negativo

Tamano del halo generado en milimetros:
#de | SOMOll control | 1000 500 250 125
placa P03|t|_v(_) negativo| mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
(Fosfomicina)
1 38.0 (AS) 0.0 (R) 2.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R) 0.0 (R)
2 39.8 (AS) 0.0 (R) 3.4 (R) 2.1 (R) 0.9 (R) 0.6 (R)
3 40.8(AS) | 00(R) | 3.1(R) 21(R) | 21 (R) | 13(R)
4 39.0 (AS) 0.0 (R) 4.7 (R) 4.2 (R) 3.8 (R) 2.0 (R)
5 43.0 (AS) 0.0 (R) 3.4 (R) 3.7(R) 3.1 (R) 1.5(R)
6 41.9 (AS) 0.0 (R) 3.6(R) 4.8 (R) 3.6 (R) 43 (R)
7 43.2 (AS) 0.0 (R) 3.6(R) 4.2 (R) 3.3 (R) 3.8 (R)
8 380(AS) | 0.0(R) | 43(R) 50(R) | 42(R) 4.4 (R)
9 429(AS) | 0.0(R) | 5.2(R) 58(R) | 49(R) | 6.1(R)
10 | 476(AS) | 00(R) | 5.6(R) 58(R) | 49(R) | 62(R)
11 40.7 (AS) 0.0 (R) 59 (R) 6.7 (R) 5.0 (R) 6.4 (R)
12 41.4 (AS) 0.0 (R) 5.7 (R) 6.5 (R) 6.9 (R) 6.5 (R)
13 46.8 (AS) 0.0 (R) 6.3 (R) 7.6 (R) 7.4 (R) 6.9 (R)
14 | 492(AS) | 00(R) | 5.7(R) 71(R) | 73 (R) 6.4 (R)
15 34.2 (AS) 0.0 (R) 7.0 (R) 7.8 (R) 7.8 (R) 7.6 (R)
16 | 449(AS) | 00(R) | 8.0(S) 8.1(S) | 7.8(@R) | 7.8(R)
17 46.6 (AS) 0.0 (R) 9.2(S) 8.3(S) 10.2 (S) 7.2 (R)
18 | 476(AS) | 00(R) | 9.2(S) 84(S) | 10.1(S) | 10.4(S)
19 47.0 (AS) 0.0 (R) 8.1(S) 8.1(S) 10.4 (S) 9.7 (S)
20 40.4 (AS) 0.0 (R) 12.9 (S) 8.8 (S) 11.2(S) 10.2 (S)

Fuente: Elaboracion propia

La clasificacion de valores en la TABLA 8 se realizo de acuerdo a la escala de Duraffourd,

donde <=8 es Resistente (R), 8 — 14 es Sensible (S), 15 — 20 es Muy Sensible (MS) y >20 es

Altamente Sensible (AS).
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Rodriguez Pava, C. N, et al., 2017 trabajo con cepas aisladas en hospital y demostro que
el extracto etandlico al 96% de tallos de 7 officinale genera efecto bactericida sobre S. aureus,
donde por el método de disco difusion encontraron halos de 10, 12 y 13 mm a concentraciones de
250, 500 y 1000 mg/mL respectivamente. En nuestra investigaciéon no encontramos sensibilidad
en las concentraciones de 1000, 500, 250 y 125 mg/mL pese a que utilizamos el mismo disolvente
(DMSO).

Xu, P., et al., 2021 trabajo con ATCC 25923 §. aureus y demostro que el extracto fenolico
de T. officinale genera efecto bactericida sobre S. aureus a partir de la concentracion de 12.5
mg/mL en adelante, sin embargo, se debe considerar que los fenoles presentan actividad
bactericida por si mismos.

Harfouch, R. M., & Ghosh, S., 2021 trabajé con cepas aisladas en hospital y demostro
que el extracto etandlico de tallos de 7. officinale genera efecto bactericida sobre S. aureus.

Reaiio Ortega, C. K. 2014 trabajo con una cepa aislada de hospital y demostr6é que el
extracto etanolico al 70% de T. officinale a una concentracion de 10 mg/mL no genera efecto
bactericida, de igual manera nosotros tampoco encontramos efecto bactericida pese a que nuestras
concentraciones fueron mucho mayores.

Garcia Huaman, F., & Angeles Trauco, M. 2021 trabajo con cepas aisladas de muestras
de carne en donde demostraron que el extracto etanolico de 7. officinale no genera efecto
bactericida sobre S. aureus, de igual manera tampoco encontramos efecto bactericida pese a
trabajar con una cepa ATCC. En el trabajo no precisaron la concentracion del extracto ni los

métodos que se emplearon para aislar la cepa.
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3.7 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS OBTENIDOS POR ANTIBIOGRAMA

Para determinar la efectividad bactericida in vitro del extracto etandlico al 96% de tallos
de T officinale seco sobre las cepas ATCC 35218 E. coli y ATCC 25923 S. aureus a
concentraciones de 1000, 500, 250 y 125 mg/mL se realizoé 20 repeticiones para obtener un valor
estadistico significativo.

3.7.1 MEDIA, MEDIANA, MODA

Se realizd los estadisticos como la media para hallar el promedio aritmético de los halos de
inhibicion generados por el extracto etandlico, la mediana para hallar un punto medio entre estos
valores, la moda para determinar el valor repetido y los limites para determinar el menor y mayor
valor. En la (TABLA 9 y 10) se muestran los resultados para cada cepa.

TABLA 9. Promedio de halos de inhibicion del extracto etandlico al 96% de tallos de 7

officinale sobre la cepa ATCC 35218 E. coli

Media | Mediana | Moda
Concentracién de 1000 mg/mL | 0.00 0.00 0.00
Concentracion de 500 mg/mL | 0.00 0.00 0.00
Concentracion de 250 mg/mL | 0.00 0.00 0.00
Concentracion de 125 mg/mL | 0.00 0.00 0.00
Control positivo 33.80 | 35.00 34.00
Control negativo 0.00 0.00 0.00

Fuente: Elaboracion propia

En la TABLA 9 que representa los halos de inhibicion del extracto etandlico para E. coli
observamos que la media, mediana y moda poseen el mismo valor de 0 porque la cepa ATCC
35218 E. coli no demostrd sensibilidad a nuestro extracto etandlico a ninguna de las
concentraciones propuestas, por el contrario, nuestro control positivo obtuvo resultados de: 33.80

para media, 35.00 para mediana, 34.00 para moda.
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TABLA 10. Promedio de halos de inhibicion del extracto etandlico al 96% de tallos de 7

officinale sobre la cepa ATCC 25923 S. aureus

Media | Mediana | Moda
Concentracién de 1000 mg/mL | 5.85 5.65 9.20
Concentracion de 500 mg/mL | 5.75 6.15 8.10
Concentracion de 250 mg/mL | 5.69 4.95 7.80
Concentracion de 125 mg/mL | 5.42 6.30 6.40
Control positivo 42.65 | 42.40 38.00
Control negativo 0.00 0.00 0.00

Fuente: Elaboracion propia

Enla TABLA 10 que representa los halos de inhibicion del extracto etanolico para S. aureus
obtuvo resultados a una concentracién de 1000 mg/mL de: 11.35 para media, 11.10 para mediana,
0.00 para moda; a una concentracion de 500 mg/mL de: 11.72 para media, 11.60 para mediana,
14.20 para moda; a una concentracion de 250 mg/mL de: 12.51 para media, 11.30 para mediana,
14.00 para moda; a una concentraciéon de 125 mg/mL de: 11.68 para media, 11.65para mediana,
16.40 para moda; para nuestro control positivo se obtuvo valores de: 42.65 para media, 42.40 para
mediana, 38.00 para moda; y para nuestro control negativo se obtuvo valores de: 5.90 para media,

5.85 para mediana, 5.80 para moda.
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3.7.2 DESVIACION ESTANDAR

Hallamos la desviacion estandar para saber cudl es la variacion que presentan los halos

lejanos al promedio, mediante la siguiente formula:

Donde:

o = desviacion tipica

n = numero de datos u observaciones
x, = iésimo dato

x = media o promedio aritmético
En (TABLA 11 y 12) colocamos los resultados de la desviacion estandar para cada

concentracion

TABLA 11. Desviacion estandar de los halos de inhibicion del extracto etanolico al 96%

de tallos de 7. officinale sobre la cepa ATCC 35218 E. coli

Desviacion estdndar
Concentracién de 1000 mg/mL +0.00
Concentracion de 500 mg/mL +0.00
Concentracion de 250 mg/mL +0.00
Concentracion de 125 mg/mL +0.00
Control positivo + 4.60
Control negativo +0.00

Fuente: Elaboracion propia
En la TABLA 11 se observa la desviacion estandar para E. coli generados por nuestro
extracto etandlico en donde no se observa oscilaciones en todas nuestras concentraciones debido
a que la cepa no demostré sensibilidad a nuestro extracto, a diferencia del control positivo que

obtuvimos una desviacion estandar de 4.60 que representa cuan alejado esta del valor medio.
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TABLA 12. Desviacion estandar de los halos de inhibicion del extracto etanolico al 96%

de tallos de 7. officinale sobre la cepa ATCC 25923 S. aureus

Desviacion estandar
Concentracién de 1000 mg/mL +2.64
Concentracion de 500 mg/mL +2.48
Concentracion de 250 mg/mL +3.37
Concentracion de 125 mg/mL +3.23
Control positivo +3.97
Control negativo +0.00

Fuente: Elaboracion propia
En la TABLA 12 observamos que la desviacion estandar para la concentracion de 1000
mg/mL fue de 2.74, para la concentracion de 500 mg/mL fue de 2.75, para la concentracion de 250
mg/mL fue de 3.50, para la concentracion de 125 mg/mL fue de 3.14, para el control negativo fue
de 0.48 y para el control positivo fue de 3.97. Obtuvimos que en la concentracion de 250 mg/mL
hubo una mayor desviacion.

3.7.3 PRUEBA DE CHI CUADRADO

Con la prueba podemos corroborar la veracidad de nuestra hipotesis. Debemos tomar en
cuenta que la prueba de antibiograma permite articular 2 grupos fundamentales por la escala de
sensibilidad de Duraffourd (Sin sensibilidad y Sensible) y deben ser aplicados en los resultados
obtenidos en los ensayos para cada concentracion. En la (TABLA 13 y 14) realizamos la
cuantificacion de halos segun la escala de sensibilidad frente a la concentracion.

TABLA 13. Clasificacion y cuantificacion de los datos obtenidos por tamaiio del halo a las

diferentes concentraciones con la cepa ATCC 35218 E. coli

Sensible | No es sensible | TOTAL
1000 mg/mL 0 20 20
500 mg/mL 0 20 20
250 mg/mL 0 20 20
125 mg/mL 0 20 20
0 mg/dL 0 20 20

Fuente: Elaboracion propia
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En la TABLA 13 obtuvimos que a la concentracion de 1000 mg/mL habia 0 elementos
sensibles, a la concentracion de 500 mg/mL habia 0 elementos sensibles, a la concentracion de 250
mg/mL habia 0 elementos sensibles y a la concentracion de 125 mg/mL habia 0 elementos
sensibles por lo cual no podemos realizar la prueba de chi-cuadrado, pues se aprecia la nula
sensibilidad del extracto etandlico sobre E. coli.

TABLA 14. Clasificacion y cuantificacion de los datos obtenidos por tamaiio del halo a las

diferentes concentraciones con la cepa ATCC 25923 S. aureus

Sensible| Noes sensible | TOTAL
1000 mg/mL 5 15 20
500 mg/mL 5 15 20
250 mg/mL 4 16 20
125 mg/mL 3 17 20
0 mg/dL 0 20 20

Fuente: Elaboracion propia

En la TABLA 14 obtuvimos que a la concentracion de 1000 mg/mL habia 5 elementos
sensibles, a la concentracion de 500 mg/mL habia 5 elementos sensibles, a la concentracion de 250
mg/mL habia 4 elementos sensibles y a la concentracion de 125 mg/mL habia 3 elementos

sensibles. Con los datos obtenidos procedemos a realizar la prueba de chi cuadrado como se aprecia

en la TABLA 15.
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TABLA 15. Prueba de chi cuadrado para los resultados obtenidos para la cepa ATCC

25923 S. aureus

Fuente: Elaboracion propia

TABLA DE CONTINGENCIA
1000 mg/mL | 500 mg/mL | 250 mg/mL | 125 mg/mL |0 mg/dL | TOTAL
Sensible 5 5 4 3 0 17
No es sensible 15 15 16 17 20 83
TOTAL 20 20 20 20 20 100
TABLA DE FRECUENCIA PORCENTUAL
1000 mg/mL | 500 mg/mL | 250 mg/mL | 125 mg/mL |0 mg/dL | TOTAL
Sensible 25% 25% 20% 15% 0% 17%
No es sensible 75% 75% 80% 85% 100% 83%
TOTAL 100% 100% 100% 100% 100% 100%
TABLA DE FRECUENCIAS ESPERADAS
1000 mg/mL | 500 mg/mL | 250 mg/mL | 125 mg/mL |0 mg/dL | TOTAL
Sensible 3 3 3 3 3 17
No es sensible 17 17 17 17 17 83
TOTAL 20 20 20 20 20 100
CALCULO DEL CHI CUADRADO
1000 mg/mL | 500 mg/mL | 250 mg/mL | 125 mg/mL |0 mg/dL | TOTAL
Sensible 0.7529 0.7529 0.1059 0.0471 3.4000
No es sensible 0.1542 0.1542 0.0217 0.0096 0.6964
TOTAL 6.0950
Chi cuadrado=| 6.0950
Grado de libertad = 4
Error = 0.05
Confianza = 0.95
Valor critico=| 9.4877
Coeficiente de Cramer =| 0.2760

Se obtuvo en la TABLA 15 un valor de chi cuadrado menor que el valor critico, por ende, la

hipotesis es rechazada. En cuanto al valor hallado en el coeficiente de Cramer siendo menor a 0.3, se

demuestra que no existe relacion alguna entre el efecto inhibitorio y la concentracion de extracto etandlico.
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CONCLUSIONES

. Los especimenes recolectados, son efectivamente de la especie Taraxacum officinale

F. H. Wigg, segtin la certificacion taxondmica del Herbario Vargas CUZ (ANEXO 1).

. El porcentaje de humedad es igual a 87.47% del peso total fresco de una muestra de

Taraxacum officinale, mientras el porcentaje de rendimiento es igual a 2.53% del peso
seco total de la muestra.

. En el screening fitoquimico cualitativo se encontrd que la especie vegetal poseia
alcaloides, quinonas, esteroides, triterpenoides, flavonoides, taninos, cumarinas,
lactonas, azucares reductores y resinas.

Se encontré que el extracto etandlico al 96% de tallos de Taraxacum officinale no
genera efecto bactericida sobre Escherichia coli en las concentraciones de 1000
mg/mL, 500 mg/mL, 250 mg/mL y 125 mg/mL.

. Lamedia de los halos de inhibicién generados por las concentraciones de 1000 mg/mL,
500 mg/mL, 250 mg/mL y 125 mg/mL para Escherichia coli son todas igual a 0 dado
que no existe efecto inhibitorio.

Se encontrd que el extracto etandlico al 96% de tallos de Taraxacum officinale no
genera efecto bactericida sobre Staphylococcus aureus en las concentraciones de 1000

mg/mL, 500 mg/mL, 250 mg/mLy 125 mg/mL.

. Lamedia de los halos de inhibicidén generados por las concentraciones de 1000 mg/mL,

500 mg/mL, 250 mg/mLy 125 mg/mL son casi similares, por lo cual consideramos que

el tamafo del halo no incrementa con la concentracion a partir de 125 mg/mL.
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SUGERENCIAS

Se sugiere utilizar para la extraccion el método de arrastre de vapor, porque se carece
de investigaciones donde se hubiera podido emplear.

Se podria utilizar otras especies bacterianas dentro de los Gram negativos para ver la
posibilidad de que el extracto etandlico al 96% de tallos de Taraxacum officinale F. H.
Wigg colectado en la zona de Corao genere efecto bactericida.

Se sugiere emplear otros disolventes para el proceso de maceraciéon como, por ejemplo:
Metanol, Benceno, Cloroformo o Etanol de 70°.

Se sugiere experimentar con otras especies vegetales el efecto bactericida que podrian
generar sobre las cepas ATCC 35218 Escherichia coli y ATCC 25923 Staphylococcus
aureus.

Se recomienda realizar el andlisis fitoquimico por métodos cuantitativos para la
determinacion de la composicion fitoquimica para los tallos de 7. officinale F. H. Wigg
recolectados en la zona de Corao.

Se sugiere realizar el analisis fitoquimico de 7. officinale F. H. Wigg en otras zonas,

poblados o distritos de la region Cusco.
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ANEXOS



ANEXO 1. Certificado de identificacion taxonémica de Taraxacum officinale
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ANEXO 2. Cotizacion de las cepas bacterianas
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ANEXO 3. Preparacion de agar Sangre para siembra de cepa ATCC 35218 de
Escherichia coli y ATCC 25923 Staphylococcus aureus
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ANEXO 4. Preparacion de caldo BHI (brain heart infusion) para la conservacion de
bacterias
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ANEXO 5. Preparacion agar de Mueller Hinton para la replicacion de bacterias
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ANEXO 6. Certificado de la cepa ATCC 35218 Escherichia coli
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ANEXO 7. Certificado de la cepa ATCC 25923 Staphylococcus aureus
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ANEXO 8. Activacion de cepas ATCC
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REGISTRO FOTOGRAFICO

FIGURA 34. Fotografia de Taraxacum officinale F. H. Wigg (Diente de ledn) en la zona de
Corao

FIGURA 35. Tallos colectados de Taraxacum officinale
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FIGURA 36.

FIGURA 37.

Fotos de la muestra molida con etanol, antes y después de ser forrados.

Frasco con la muestra vegetal luego de la maceracién
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FIGURA 38. Doble filtracion luego del macerado de Taraxacum officinale con etanol

FIGURA 39. Filtracion del extracto
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FIGURA 40. Fotografias del extracto etandlico luego de ser filtrado y comenzando su
proceso de separacion del etanol con la ayuda del rotavapor

FIGURA 41. Recibiendo capacitacion para el uso del rotavapor
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FIGURA 42. Calibrando el rotavapor

FIGURA 43. Purificacion y obtencion del extracto etandlico
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FIGURA 44. Ensayo de Dragendorff negativo

FIGURA 45. Ensayo de Mayer positivo
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FIGURA 46. Ensayo de Wagner positivo

FIGURA 47. Andlisis fitoquimico de Quinonas positivo
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FIGURA 48. Analisis fitoquimico de Esteroides y triterpenoides libres positivo

FIGURA 49. Andlisis fitoquimico de Flavonoides positivo
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FIGURA 50. Analisis fitoquimico de Fenoles y Taninos con presencia de taninos
pirocatecolicos

FIGURA 51. Andlisis fitoquimico de Saponinas negativo
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FIGURA 52.

FIGURA 53.

Andlisis fitoquimico de Lactonas y cumarinas positivo

L

Anadlisis fitoquimico de Aminoéacidos libres negativo
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FIGURA 55. Andlisis fitoquimico de Azucares Reductores positivo

&9



FIGURA 56.

FIGURA 57.

Laboratorio de aguas y alimentos

Dimetil sulfoxido
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FIGURA 58. Diluciones a concentraciones de 100,500,250 y 125 mg/mL

FIGURA 59. Discos preparados con papel filtro
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FIGURA 60. Discos impregnados con las diluciones a distintas concentraciones

FIGURA 61. Preparacion del inoculo A (E. coli) y B (S. aureus)
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FIGURA 62. Fase experimental de antibiograma

FIGURA 63. Colocando las muestras en la incubadora
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FIGURA 64. Resultado del antibiograma realizado para Escherichia coli

FIGURA 65. Antibiograma a detalle de Escherichia coli
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FIGURA 66. Resultado del antibiograma realizado para Staphylococcus aureus

FIGURA 67. Antibiograma a detalle de Staphylococcus aureus
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FIGURA 68. Alistando el material para ser llevado al autoclave

FIGURA 69. Auto clavando el material para ser usado en la evaluacion bactericida
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