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Resumen
El presente trabajo se lo realiz6 en el Laboratorio de Investigacion de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de Chimborazo,
con el fin de determinar la actividad antibacteriana y antifangica de los de
extractos lipidicos, etandlicos y flavonoides de amaranto y Sangorache.
Consta de una descripcion del problema a investigar con objetivos claros
gue constituyen los propésitos del trabajo investigativo asi como un marco
tedrico que ayudara a la compresion del tema en estudio. Se utilizé la
técnica de disco difusibn (Bauer-Kirby). Se utilizaron concentraciones
estandarizadas de cepas de microorganismos ATCC de interés clinico como:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 9637, Klebsiella
Pneumoniae ATCC 10031, Micrococcus flavus ATCC 14452, Candida
albicans ATCC 10231 y Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601. Se
impregnaron diferentes cantidades de los extractos en los discos para
probar la sensibilidad antimicrobiana. Se inéculo las cepas bacterianas y
fungicas a partir de la concentracién 0,5 de la escala de McFarland (McF),
sobre una superficie de medio agar Mueller Hinton (para bacterias) y
Sabouraud (para hongos), y fueron distribuidos uniformemente, se dejé
reposar por el lapso de 5 min y se coloco los discos preparados llevando a
incubacion a 37°C por el lapso de 18 horas. Como control positivo de
actividad antibacteriana se utilizé discos de estreptomicina (10 y 300 ug), y
para actividad antifingica se utilizé capsulas de fluconazol (150 mg) ademas
se utilizé extractos de planta natural como el Eucalipto en voliumenes de 20
uL al 100%. Los resultados se evidencian en las pruebas de antibiograma y
la concentracion minima inhibitoria (MIC) de extractos de amaranto y
Sangorache. Este trabajo consta con ideas claras y con la explicacion de
términos béasicos llegando a conclusiones y recomendaciones, finalmente se
presenta algunos datos estadisticos que comprueban la veracidad de la

investigacion.
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INTRODUCCION

Uno de los temas mas alarmantes en el mundo es el crecimiento de cepas
microbianas resistentes a los antibioticos, o que actualmente constituye, un
problema de salud publica a nivel mundial. Los microorganismos resistentes
han surgido a consecuencia del contagio del estado de los pacientes que
son susceptibles a infecciones con microorganismos oportunistas. Las
plantas medicinales son consideradas como una fuente potencial de nuevos
tratamientos debido a su contenido de fitoquimicos y a su poco o nulo efecto
toxico. Ante esto, la comunidad cientifica promueve la basqueda de nuevos
principios activos con actividad antibacteriana, antifungica por lo que, el
empleo de plantas medicinales y de productos derivados de las mismas esta
aumentando de manera importante que disminuya la resistencia de cepas
bacterianas, esto se debe a una serie de factores, entre los cuales se debe
destacar en muchos casos el conocimiento preciso de su composicion
guimica, y el hecho de que en la actualidad dicha utilizaciéon se fundamenta
en numerosos ensayos fitoquimicos in vitro como in vivo, asi como en
ensayos farmacocinéticos y toxicoldgicos, de esta forma, Una planta
medicinal contiene diversos componentes quimicos, su efecto en muchas
ocasiones se debe a varios de estos componentes conocidos como
principios activos que son en su mayor parte metabolitos secundarios. A
nivel mundial cerca del 60% de la poblacion aun dependen de la medicina
herbolaria para atenuar sus dolencias y enfermedades. El uso de las plantas
medicinales que se ha venido haciendo tradicionalmente en forma empirica
constituye hoy una base para la investigacion cientifica en fitoquimica
fitofarmaceutica (1) (2).

Nuestro pais cuenta con diversos recursos haturales que requieren ser
estudiados; entre ellos estan especies nativas, muy apreciadas por los
lugarefios de cada zona debido a sus propiedades terapéuticas; en este
contexto el objetivo del presente trabajo fue determinar la actividad
antibacteriana y antifingica que tienen dos especies de plantas del genero
Amaranthus conocidas localmente como Amaranto y Sangorache a través

de los ensayos fitoquimicos determinar si existe actividad antibacteriana y
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antifangica sobre cepas bacterianas y micéticas de interés clinico, este seria
un aporte para disminuir la resistencia bacteriana y fungica que afectan la

salud de los ciudadanos (2).



CAPITULO |

1 PROBLEMATIZACION

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los problemas mas importantes que afecta la salud publica a nivel
mundial, es el incremento de resistencia bacteriana a los antibioticos
sintéticos utilizados comunmente por lo tanto las dificultades en los
tratamientos de las enfermedades infecciosas. El incremento en la utilizaciéon
de los antibiéticos, su mal uso y otros factores relacionados han dado lugar,
en las Ultimas décadas, a la emergencia de cepas resistentes.

La consecuencia mas critica de la resistencia bacteriana es el compromiso
del éxito del tratamiento de las enfermedades infecciosas. Segun estudios
realizados por Santana en el aflo 2009, en la ciudad de Riobamba, se han
reportado casos de antibiéticos que han sido usados en el tratamiento de
enfermedades infecciosas y que han generado resistencia bacteriana tales
como la ampicilina 73%; fosfomicina 48%; amoxicilina + &cido clavulanico
39% (3). Lo que ha creado la necesidad de buscar nuevas sustancias que
permitan controlar enfermedades asociadas a microorganismos para mejorar

la salud de la poblacion (4).

Tomando en cuenta que, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
reconoce la importancia que tiene el uso de plantas medicinales y la
medicina tradicional en los sistemas de salud en muchos paises en vias de
desarrollo, lo cual ha incitado a que los estados y miembros realicen
estudios de las plantas medicinales utilizadas por nuestros ancestros y la
poblacién rural para determinar aquellas que tengan un efecto satisfactorio,
de manera de incluirlas en una Farmacopea Nacional, la misma que estaria
al servicio de toda una comunidad el reto que se debe asumir es aprovechar
la biodiversidad de nuestro pais como potencial biol6gico en beneficio de la

sociedad, realizando estudios que permitan el descubrimiento de moléculas



bioactivas novedosas, las cuales pueden ser halladas a partir de fuentes

naturales como los vegetales (5).

Nuestro pais cuenta con una amplia diversidad de especies vegetales, las
cuales han sido solo estudiadas desde el punto de vista agronémico y
nutricional, siendo escasa o nula la informacién quimica o farmacoldgica de
estas; de tal manera que se desconoce su posible potencial biolégico en la
inhibicion de microorganismos causantes de enfermedades. Por esta razon
es necesario aprovechar especies como el amaranto y sangorache, para
determinar compuestos biolégicamente activos con efectos antimicrobianos
gue permitan controlar la resistencia antibacteriana de microorganismos

patégenos de gran importancia.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA
¢ Tendran actividad antibacteriana y antimicotica los extractos obtenidos de
dos especies de plantas del género Amaranthus, sobre cepas microbianas

de interés clinico?



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo General

» Determinar la actividad antibacteriana y antimicética de los extractos
obtenidos de dos especies de plantas del género Amaranthus.

1.3.2. Objetivos Especificos
» Obtener los extractos etandlicos, lipidicos y flavonoides de dos
especies de las plantas del genero Amaranthus.
» Realizar ensayos de actividad antibacteriana y antimicética con cada
uno de los extractos obtenidos.
» Determinar la concentracion de cada uno de los extractos obtenidos
de las dos especies de las plantas del genero Amaranthus.
1.4. JUSTIFICACION
En el Ecuador alrededor del 70% de la poblacién entre colonos, campesinos,
indigenas nativos y pobladores urbanos marginales, recurren al uso de
plantas medicinales para aliviar dolencias y afecciones. A pesar de esta
importante tradicién etnofarmacoldgica se desconoce el potencial terapéutico
de estos recursos. Existen escasos estudios fitoquimicos y microbioldgicos
gue justifiquen o descarten las practicas médicas tradicionales empleadas en
diversas enfermedades (6).

Las plantas medicinales tienen una gran variedad de metabolitos
secundarios, en su mayoria desconocidos, con diferentes propiedades
medicinales en el tratamiento de infecciones bacterianas y micéticas (7). En
la actualidad se esta dando un uso muy importante a las plantas medicinales
por diferentes razones o factores. Es por ello que la poblacién prefiere
consumir cada vez mas productos de origen natural, principalmente por la
falta de indicaciones de los efectos colaterales que pueden producir los
medicamentos sintéticos (7).



Este trabajo beneficiara a la poblacion en general, a las industrias
farmacéuticas ya que permitira fortalecer las opciones para el uso de los
antimicrobianos y las propiedades de las plantas del genero amaranthus

para disminuir la resistencia bacteriana (7).

Esta propuesta cuenta con el auspicio y financiamiento de la SENESCYT e
INIAP, al constituirse parte del programa de investigacion PIC-12-INIAP-
004(539-Activ.023) “Valorizacién y aprovechamiento del Chocho (Lupinus
mutabilis Sweet), Quinua (Chenopodium quinoa Willd), Amaranto
(Amaranthus caudatus L.) y Sangorache (Amaranthus hybridus L.)”, el
mismo que se esta ejecutando en el Departamento de Nutricién y Calidad
del Instituto Nacional Autbnomo de Investigaciones Agropecuarias— Estacion
Experimental Santa Catalina y en la Universidad Nacional de Chimborazo,
Facultad Ciencias de la Salud.



CAPITULO Il

2. MARCO TEORICO

2.1. POSICIONAMIENTO PERSONAL

El presente trabajo profesional se sustenta en el enfoque del pragmatismo
movimiento filoséfico norteamericano de caracter empirista que considera los
efectos practicos de una teoria como el Unico criterio valido para juzgar el
conocimiento o creencia, es lo que conlleva al trabajo de esta investigacion
en el cual se basa el Dr Edison Osorio Durango autor de la investigacion la
Evaluacion Analitica de las plantas medicinales, para alcanzar los objetivos
gue se van a emplear en esta investigacion. La tesista esta de acuerdo con
lo que expresa el autor antes mencionado porque las plantas medicinales
son consideradas como una fuente potencial de nuevos tratatamientos para

las enfermedades.

2.2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.2.1. Actividad Antimicrobiana
La actividad antimicrobiana se refiera a la capacidad de impedir la
proliferaciéon de bacterias que pueden provocar infecciones graves o incluso

la muerte de los seres humanos (8).

2.2.1.1. Plantas Antimicrobianas

Alrededor del 60% de la poblacion mundial utiliza plantas naturales y
productos derivados de ellas para tratar diversas enfermedades. Estos
productos naturales hoy en dia son utilizados como una de las “medicinas”
de gran importancia por su efectividad. EI 60 y 80% de farmacos
antibacterianos y de anticancerigenos son derivados de productos naturales.

Por ejemplo, la sinvastatina, lovastatina, enalapril, ciprofloxacina y
ciclosporina, entre otros, y agentes anticancerigenos como el taxol y

docetaxol. Sin embargo, la actividad antibacteriana de estos metabolitos



secundarios de las plantas no sélo se puede conseguir de varios procesos
de extraccion y purificacion de los principios activos, sino directamente de la
planta misma o de algunos extractos relativamente simples de obtener (8).

2.2.3. Actividad Antifungica

La actividad antifangica es aquella que tiene la capacidad de evitar el
crecimiento de hongos.

2.2.3.1. Mecanismo de Accién de los Antifungicos

El mecanismo de accion de los antifungicos que inhiben el crecimiento del
hongo depende del sitio donde actué el hongo, lo cual esta relacionado con

la estructura quimica antifungica (9).

2.2.3.2. Estructura - Funcion de los Antifungicos

La estructura quimica de los antifungicos tiene diferentes compuestos
guimicos como por ejemplo 5 atomos en los cuales el nitrégeno o azufre
forman parte del ciclo, esto se puede considerar un grupo farmacolégico, la
ausencia de estas moléculas se pierden su actividad biolégica contra los

hongos (9).

En algunos casos la aparicion de anillos bencénicos son sustituyentes
halogenados, cercanos al anillo de imidazol o triazol, ayudan a crecer la
respuesta bioldégica de la molécula, pues le confieren lipofilia y mayor
eficiencia frente a infecciones fungicas, ejemplo que se aprecia en los azoles
Las pirimidinas son otro grupo con actividad antifungica a partir del cual se
pueden derivar varios farmacos de igual actividad farmacoldgica. Las
estructuras que forman ciclos en los cuales se repite el grupo amida también
le confieren a la molécula actividad antifungica, tal es el caso de los
lipopéptidos. Otra estructura que ha servido para el disefio de moléculas
antifingica es aquella que contiene planos ortogonales, llamadas espiro
compuestos, y un ejemplo de ello lo es el griseofulvina (9).

2.2.4. Plantas del Género Amaranthus
Las plantas del género Amaranthus con las que se cuenta en el Ecuador son
dos especies bien conocidas el Amaranthus caudatus L. reconocida como
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amaranto propiamente, y Amaranthus hybridus L. cominmente llamada
Sangorache. Estas dos especies se encuentran dispersas en diferentes

localidades en especial en la region interandina.

Amaranthus caudatus L. o Amaranto

Figura N° 2.1. Planta de Amaranto

Fuente: http://www.google.com.ec

Es una planta vegetal que pertenece a la familia Amaranthaceae se la
encuentra en las regiones templadas y tropicales (10). Es originario de los
valles interandinos de Sudamérica y su area geografica se extiende desde el

sur de Ecuador hasta el norte de Argentina.

El amaranto es un pseudo-cereal que contiene entre el 13 y 18% de
proteinas. La proteina del amaranto tiene una cantidad de aminoacidos
esenciales, el contenido de lisina es superior a 5 g/ 100 g de proteina y es
considerado el amino&cido esencial que limita la calidad proteica de la
mayoria de los cereales que es equivalente a la leche de vaca y de la yema
de huevo (11).

Las plantas de amaranto presentan grano blanco y grano negro y segun sea
su color pertenece a una especie en particular. El mas utilizado para el

consumo alimenticio es el amaranto de grano blanco, se lo utliza de



diversas formas y el amaranto de grano color negro se lo utiliza como planta

medicinal que incluso es de exportacion (11).

2.2.4.1. Clasificacion Taxonomica del Amaranto

Amaranto es el nombre comun que es como se lo conoce localmente en los
diferentes lugares tanto desde quiénes lo cultivan hasta los que lo expenden
en los mercados. No obstante de acuerdo a la clasificacion taxondémica

descrita (12), corresponde a lo siguiente:

CUADRO N° 2.1. Taxonomia de la planta de Amaranto

Reino: Plantae (vegetal)
Sub-Reino: Antofita (Faner6gamas)
Division: Spermatofhyta (espermatofita)
Subdivision: Angiospermas
Clase: Dicotiledonea
Orden: Centrospermales
Familia: Amarantaceae
Género: Amaranthus
Especie: Caudatus L.

Nombre comUn Amaranto

Fuente: http://es.scribd.com/doc/102839669/POLIGRAFIADO-ANDINOS-II-
RECOPILACION-2012-copia

2.2.4.2. Descripcion Botanica del Amaranthus Caudatus L.
La planta consta de Raiz que es el sostén de la planta es lefiosa con
dimensiones considerables, ramificacion abundante y con mdltiples raicillas

delgadas.
El Tallo se originan desde las axilas de las hojas son cilindricos y anguloso,

consta de estrias gruesas y longitudinales, con ramificaciones que alcanzan
0,4 a 3m.
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Sus hojas son de color verde o purpura de forma oval, eliptica, las hojas
pueden variar su forma tales como romboides, son lisas, el tamafio varia

entre 6,5 -15 cm.

Sus semillas son pequefias, lisas, brillantes, y ligeramente aplanada con un
diametro de 1 a 1,5 mm, son de color blancos, dorados, rojo, rosado,
purpura y negro. Las semillas constan de 4 partes:

v' Episperma cubierta seminal con capas de células muy finas

v' Endosperma segunda capa

v/ Embrién cotidelones ricas en proteinas

v

Perisperma capa interna rica en almidon (13).

2.2.4.3. Valor Nutricional del Amaranthus caudatus L.

Los granos del amaranto tiene un alto contenido de amino&cidos esenciales
entre los que se destacan es la lisina que es uno de los amino&cidos mas
escasos en los alimentos de origen vegetal, estos son importantes pues

forman parte del cerebro humano (14).

CUADRO N° 2.2. Composicion de los amino&cidos prese  ntes en el

Amaranto
AMINOACIDO % aprox
Arginina 8.5
Lisina 7.1
Isoleucina 6.1
Leucina 5.2
Treonina 4.7
Valina 4.3
Fenilalanina 3.9
Histidina 2.3
Metionina 2.1
Triptofano 0.9

Fuente : http://www.peruecologico.com.pe/flo_kiwichaamaranthuscaudatus_1.htm
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También contiene calcio, fosforo, zinc, potasio, hierro, vitamina E, vitamina
B, niacina y &cido félico pro lo que los nutricionistas han llegado a comparar
con la leche. El amaranto provee aproximadamente el 70% de energia en
una dieta.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha reportado que la
combinacién de arroz y amaranto es excelente para alcanzar las

especificaciones de las proteinas (15) (16).

CUADRO N° 2.3. Valor nutricional del Amaranto compa rado con

cereales comunes

Amaranto Arroz Trigo Maiz Avena
Amarillo
Fibra 145¢g 6.59 10.7 g 94g¢g 169¢g
Dietética
Proteina 93¢ 289 12.7 g 739 10.6 g
Grasas 6.5¢9 05¢g 2049 479 6.99
Carbohidratos 66.2 g 79.2¢ 75449 7439 66.3 9
Calcio 153.0mg 3.0 mg 34.0 mg 7.0 mg 54.0 mg
Hierro 7.6 mg 4.23 mg 5.4 mg 2.7 mg 4.7 mg
Calorias 374.0 kcal 358.0 kcal 340.0 kcal 365.0 kcal 389.0
kcal

Fuente: http://www.inkanatural.com/es/arti.asp?ref=amaranto

CUADRO N° 2.4. Composicion Quimica del Amaranto

Minerales Amaranto Crudo  Amaranto Tostado
Calorias 377 428
Agua gr. 12,0 0,7
Proteina gr. 13,5 14,5
Grasa gr. 7,1 7,8
Carbonhidratos gr. 64,5 71,3
Fibra gr. 2,5 3,0
Ceniza gr. 2,4 2,7
Calcio gr. 2,36 2,93
Fosforo gr. 4,53 5,02
Hierro gr. 0,075 0,081
Retinol - -
Tiamina gr. 0.003 0,003
Riboflavina gr. 0,0001 0,0001
Niacina gr. 0,004 0,004
Reducido gr. 0,013 0,013
Acido ascorbico 0,032 0,032

Fuente: http://www.mailxmail.com/curso-kiwicha-amaranthus-caudatus/kiwicha-
valor-nutritivo-composicion-quimica

12



2.2.4.4. Usos Medicinales del Amaranthus caudatus L.
v' La semilla del Amaranto es un alimento que posee varios
componentes con efectos anticancerigenos como el escualeno que es
un acido organico con actividad antioxidante con efectos

anticancerigenos.

v El aceite de Amaranto se utiliza para la prevencion y el tratamiento de
las enfermedades cardiovasculares ya que posee carbohidratos de
lenta absorcién, disminuyendo los niveles del colesterol, triglicéridos.

v El alto contenido de calcio, fibra, potasio en las hojas y los granos del
Amaranto resulta beneficioso en el tratamiento natural de la

hipertension.

v/ El amaranto es un alimento nutritivo para las dietas vegetarianas y las
personas celiacas por contener los aminoacidos lisina y metionina ya
gue se puede combinar con los cereales y las legumbres obteniendo

una mezcla de proteinas de alto valor bioldgico.

v" El amaranto se utiliza para la elaboracion de cosméticos, productos
biodegradables (17).

2.2.5. Amaranthus hybridus L. o Sangorache

Figura N° 2.2. Planta de Sangorache

Fuente: http://www.google.com.ec
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Es una planta, con tallos erectos, hojas agudas con la punta obtusa, con

tricomas delgados e irregularmente doblados (18).

2.2.5.1. Clasificacion Taxon6mica del Sangorache

El Sangorache es el nombre comun tal como se lo conoce localmente en los
diferentes lugares tanto desde quiénes lo siembran hasta quienes lo
comercializan en los mercados. No obstante de acuerdo a la clasificacion

taxondmica descrita (18). Corresponde a lo siguiente:

CUADRO N° 2.5. Taxonomia del Sangorache

Reino: Plantae

Sub-Reyno: Traqueobionta (plantas vasculares)
Division: Magnoliophyta (plantas con flor)
Subdivision: Spermatophyta

Clase: Magnoliopsida (dicotileddéneas)
Orden: Caryophyllales

Familia: Amarantaceae

Género: Amaranthus

Especie: Hybridus L.

Nombre Comun :  Sangorache

Fuente: http://es.wikipedia.org/wiki/Amaranthus_hybridus

2.2.5.2. Descripcion Botanica del  Amaranthus hybridus L.
Planta monoica, anual, erguida, mide hasta 2 m su tallo tiene rayas

longitudinales, a veces rojizo, con frecuencia muy ramificado.

Sus Hojas son Laminas foliares ampliamente ovaladas, romboides, de 30 cm
de largo por 1 a 7 cm de ancho, a veces algo tefiidas de rojo con peciolos

delgados, hasta de 10 a 15 cm de largo.

Sus semillas de contorno circular a aovado de 0.9 a 1.5 mm de largo y 0.8 a

1.2 mm de ancho de color brillante café-rojizo a negro (19).
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2.2.5.3. Valor Nutricional del Amaranthus hybridus L.

El mayor atributo del amaranto hybridus es su contenido de proteina y el
perfil de aminoéacidos, que define la calidad de una proteina, a lo que se
afiaden los contenidos de grasa, fibra, minerales (calcio, hierro y fésforo) y
vitaminas A, B1, B2, B3, C; ademas de &cido folico, niacina.

En el siguiente cuadro se muestra el contenido nutritivo del amaranto (A.
hybridus), y se compara con otro pseudocereal de alto valor nutritivo como la
guinua (Chenopodium quinoa), observandose que el grano de amaranto

presenta un contenido nutritivo semejante a la quinua (20).

CUADRO N° 2.6. Caracteristicas del Sangorache
CARACTERISTICA SANGORACHE QUINUA

Humedad % 13,7 13,7
Proteina % 14,3 13,9
Fibra cruda % 13,9 8,69
E.L.N. % 61,9 68,77
Cenizas % 3,58 3,7
Grasa % 6,18 4,95
Calcio % 0,30 0,08
Fosforo % 0,61 0,59
Hierro ppm 68,0 108,0
Energia cal/100g 36,1 453,08

Fuente :http://dspace.ucuenca.edu.ec/bitstream/123456789/2422/1/tq1013.pdf

Contenido de aminoacidos del Sangorache (A. hybridus), comparada con
otro pseudocereal de importancia como la quinua, en donde se observa que
la proporcién de aminoacidos esenciales del sangorache es semejante al de

la quinua.
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CUADRO N° 2.7. Aminoacidos Esenciales del Sangorach e
AMINOACIDOS SANGORACHE QUINUA

Acido aspartico 1,23 1,18
Treonina 0,42 0,51
Serina 1,31 0,58
Acido glutamico 2,15 2,14
Prolina 0,46 0,46
Glicina 1,76 1,82
Alanina 0,46 0,65
Cistina 0,05 0,08
Valina 0,61 0,64
Metionina 0,18 0,15
Isoleucina 0,46 0,52
Leucina 0,71 0,86
Tirosina 0,35 0,44
Fenilalanina 0,53 0,57
Histidina 0,37 0,39
Lisina 0,61 0,74
Arginina 1,04 0,80

Fuente: http://dspace.ucuenca.edu.ec/bitstream/123456789/2422/1/tq1013.pdf

2.2.5.4. Uso Medicinal del Amaranthus hybridus L.

El sangorache cuando esta tierno se consume como quelite que sirve para
tratar problemas del aparato digestivo, también se utiliza como alimento para
animales (20).

2.2.6. Compuestos Fitoquimicos

Los compuestos fitoquimicos se los encuentran en frutas, verduras, lacteos,
entre grupos se encuentran los terpenos, fenoles, tioles. En los cuales es
mas importante en nuestro estudio es el grupo de los fenoles donde se
encuentran los flavonoides (21).

2.2.6.1. Flavonoides

Los flavonoides son sustancias naturales que se encuentran en los

vegetales la funcién de los flavonoides es proteger al organismo de
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elementos oxidantes y de sustancias nocivas presentes en los alimentos
(22).

2.2.6.2. Estructura de los Flavonoides

En los flavonoides se encuentran compuestos fendlicos cuya estructura esta
formado por quince carbonos, distribuidos en tres anillos: dos anillos
bencénicos de 6 carbonos (A y B), conectados mediante un anillo
heterociclico C que puede ser pirano o pirona y en funcion de su estructura
guimica se han clasificado en 6 grupos (23).

Figura N° 2.3. Estructura de los Flavonoides

R;=H; Ry=H: Daidzein
Ry =0OH; Ry=H: Genistein
R;=H; Rj;= OCHj: Glycitein

R4, = H: Apigenin
R4 = OH: Luteolin

OH
R4, = H: (+)-Catechin
R4 = OH: (+)-Gallocatechin

Ry =H; R, = H: Kaempferol
R4 = OH; R, = H: Quercetin

R4 = OH; R, OH: Myricetin

R4 = OCHg3: Rx = H: Isorhamnetin
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OH o R, = H; R> = H: Pelagonidin
- n R4, = OH; Ro> = H: Cyanidin
Ry = OH; Naringenin R, = OH: R, = OH: Delphinidin
R, = OH; Eriodictyol R, = OCHgs: Ry = OH: Petunidin
R> = OCHs: Hesperetin R, = OCHaz: Rz = OCHa: Malvidin

Fuente: http://www.ehu.es/biomoleculas/hc/sugar33c4.htm

2.2.6.3. Actividad Farmacoldgica de los Flavonoides

La actividad farmacoldgica de los flavonoides tiene accién vitaminica que
protege a la pared vascular, poseen antioxidantes que pueden inhibir la
peroxidacion lipidica, tienen la capacidad de inhibir diversas enzimas, como
por ejemplo la catecol O-metil transferasa (COMT), que aumentan la
duracién de la accién de las catecolaminas, incidiendo por tanto en la
resistencia vascular, afectando por tanto la accion de la histamina, las
fosfodiesterasas, que inhiben la agregacion plaquetaria, etc. Por otro lado,
los flavonoides ejercen otras actividades farmacoldgicas como por ejemplo
diurético, antiespasmadico, antiulceroso géastrico y antiinflamatorio (23).

2.2.6.4. Antibiograma Método Bauer-Kirby

Es un método cualitativo que consiste en determinar la susceptibilidad “in
vitro” de una cepa microbiana frente a los antibidticos. Las cepas
microbianas se aislan de un producto biolégico cuando se sospecha un

proceso infeccioso (24).

El tamafio del halo de inhibicion del antibiograma variard en base a los
siguientes parametros.
1. La concentracion del farmaco en el agar.
2. Tiempo y temperatura de incubacion.
3. Mismo volumen de medio de cultivo 15 ml por placa.
4. Tamafio del indculo. Debe estar estandarizado ya que si es muy
pequefio dara una sensibilidad mayor a la real, y si el in6culo es muy

denso pueden aparecer mutantes resistentes.
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La estandarizacion del inéculo es medido por la turbidez del método
fotométrico utilizando la suspension de sulfato de bario como estandar,
segun la escala de MacFarland (25).

Para determinar la sensibilidad de una cepa microbiana es, segun la norma
décima M02-A10 CLSI

Sensible: Cuando el antibiético aplicado provoca una inhibicién de cualquier

crecimiento bacteriano visible.

Intermedio: Cuando el antibidtico aplicado consigue su efecto en ciertas

condiciones.

Resistente: Cuando no hay halo de inhibicion, es decir cuando la bacteria es
resistente al antibiético aplicado (26).

2.2.6.5. Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)

Se define como la concentracion mas baja de un antimicrobiano que impide
el crecimiento de un microorganismo después de su incubacién. La
concentracion minima inhibitoria es importante porque sirve para confirmar la
resistencia de microorganismos a un agente antimicrobiano pero basado en

la concentracioén de la sustancia (27).
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2.2.7. Bacterias de Intéres Clinico

2.2.8. Staphylococcus aureus

Figura N° 2.4. Staphylococcus aureus

Fuente: http://www.google.com.ec

El Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva que en algunos
casos es resistente a algunos antibioticos como por ejemplo la meticilina. Es
la bacteria con mayor frecuencia causa infecciones en el ser humano. El
Staphylococcus aureus suele estar en la piel y en las membranas mucosas,
pero cuando penetra en los tejidos —como por ejemplo en una herida puede
ocasionar una infeccion grave debido a la produccion de toxinas (28).

2.2.8.1. Enfermedades

El Staphylococcus aureus causa enfermedades mediante sus toxinas por lo
gue provoca destruccion de los tejidos causando otras enfermedades debido
a la proliferacién de la bacteria. En algunas ocasiones, el Staphylococccus
aureus puede entrar en el torrente sanguineo desde el sitio de la infeccion y
alcanzar otros tejidos distantes, como el cerebro o los pulmones. Las
enfermedades méas frecuentes que produce el Staphylococcus aureus es
Osteomielitis, Conjuntivitis, Artritis, Sinusitis, Meningitis, Otitis media,
Mastoiditis, Orzuelos, Bronquitis, Parotiditis, Enterocolitis, Prostatitis, Cistitis,
Cervicitis, Salpingitis (29).
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2.2.8.2. Tratamiento
Para el tratamiento de la infeccion por S. aureus se utiliza Cloxacina,
Flucloxacilina, en cepas que son sensibles, pero en cepas que son

resistentes se utiliza vancomicina (29).

2.2.9. Eschericha coli

Figura 5 Escherichia coli

Fuente: http://www.google.com.ec

Es un bacilo Gram negativo, es anaerobio facultativo, tiene flagelos que
rodean su cuerpo, no forma esporas, es capaz de fermentar la glucosa y la

lactosa y su prueba de IMVIC es positiva (30).

2.2.9.1. Enfermedades

La bacteria Escherichia coli puede causar infecciones intestinales y extra
intestinales generalmente graves, tales como infecciones del aparato
excretor, cistitis, meningitis, peritonitis, mastitis, septicemia y neumonia

Gram-negativa (30).

2.2.9.2. Tratamiento

El uso de antibidticos es poco eficaz y casi no se prescribe. Para la diarrea
se sugiere el consumo de abundante liquido y evitar la deshidratacion.
Cuando una persona presenta diarrea no debe ir a trabajar o asistir a lugares

publicos para evitar el contagio masivo (30).
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2.2.10. Klebsiella pneumoniae

Figura N° 2.6. Klebsiella pneumoniae

Fuente: http://www.google.com.ec

Son bacterias Gram negativas, pertenecen a la familia Enterobacteriaceae,

las colonias son de color rosado y fermentan la lactosa (31).

2.2.10.1. Enfermedades

Es el agente causal de infecciones del tracto urinario, neumonias, sepsis,
infecciones de tejidos blandos, e infecciones de herida quirdrgica. Son
especialmente susceptibles los pacientes ingresados en unidades de
cuidados intensivos, neonatos, y pacientes con EPOC, diabetes mellitus o

alcohdlicos (31).

2.2.10.2. Tratamiento

No se recomienda el uso de penicilinas, Segun: Servicio Antimicrobianos -
Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) Buenos Aires,
Argentina). Se recomienda el uso de aminoglucésidos como la gentamicina o
amikacina (32) (33).
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2.2.11. Micrococcus Flavus

Figura N° 2.7. Micrococcus flavus

Fuente: http://www.google.com.ec

Es una bacteria Gram positiva de diametro de 0,7-1,0 mm aeroObica y
heterétrofos su crecimiento se produce a temperaturas de 30.5 y 31.5 °C
sus caracteristicas generales son:

» Inmoviles

» Colonias de color amarillo circular y bordes enteros

> pH6-6.2

» Catalasa y Oxidasa (+)

Las enfermedades mas frecuentes que produce el Micrococcus flavus es

shock séptico, artritis séptica, endocarditis, meningitis, neumonia (34)

2.2.12. Candida albicans
Figura N° 2.8. Céandida albicans

Fuente: http://www.google.com.ec
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Céndida albicans es un hongo diploide asexual de la familia de los
Sacaromicetos normalmente se encuentra en la cavidad oral, en el tracto
gastrointestinal y en la vagina. Las enfermedades que produce la Candida
albicans es candidiasis, moniliasis, vaginitis, balanitis, intertrigo candidiasico
(34).

2.2.12.1. Tratamiento
Nistatina y anfotericina B via oral de 7 a 10 dias, Fluconazol via oral o

intravenosa, Ketoconazol via oral, Miconazol via oral (35).

2.2.13. Saccharomyces cerevisiae

Figura N° 2.9. Saccharomyces cerevisiae

Fuente: http://www.google.com.ec

Es un hongo unicelular, de forma mas o menos redondeada un tipo de
levadura utilizado industrialmente en la fabricacion de pan, cerveza y vino. El
ciclo de vida de las levaduras alterna dos formas, una haploide y otra
diploide (36).

2.2.13.1. Enfermedades
Saccharomyces cerevisiae no se considera un patégeno coman.

Actualmente cobra importancia su papel oportunista en sepsis en pacientes
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con Leucemia y otras enfermedades como SIDA. Se ha reportado
recientemente como causante del Sindrome de fermentacion intestinal

(Auto-brewery sindrome) (37).

2.2.14 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS.

2.2.14.1. Técnicas
2.2.14.1.1. Obtencién de extractos etandlicos, lipidicos y flav onoides
de dos especies de las plantas del genero Amaranthu  s.
Los granos, hojas de las plantas en estudio fueron sometidos a extracciones
sucesivas utilizando solventes de baja a alta polaridad obteniendo extractos
etéreo, etandlico y acuoso. A cada extracto obtenido se midi6 el volumen,
peso y se calcula la concentracion de cada extracto obtenido.

Figura N° 2.10. Obtencion de los extractos del material vegetal en

estudio para el tamizaje fitoquimico

plantas en estud

U

[ Material vegetal de las ]

~
Extraemos los extractos deseados Filtramos con la ayuda de pape
con hexano a temperatura ambien ::} filtro dejamos secar a
por maceracion durante 48 horas. temperatura ambiente.

/

l

[ Extractos (btenidos ]

U < U

[ Extractos ] [ Extractos ][ Flavonoides ]

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia
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A cada extracto obtenido se procedi6 a realizar la determinacion fitoquimica

a travez de varios ensayos para cada uno de los extractos obtenidos.

2.2.14.2. Ensayos Fitoquimicos aplicados a cada ext  racto obtenido de

las dos especies de plantas del género amaranthus

Ensayo de Sudan

Permite identificar en un extracto la presencia de compuestos grasos; para
ello, al extracto se le aflade 1 mL del colorante Sudan. Seguido, se calienta
en bafio maria hasta que se evapore el solvente. La presencia de
compuestos grasos se considera positiva, cuando aparece un color rojo en

las paredes del tubo de ensayo respectivamente.

Ensayo de Baljet
Identifica en un extracto la presencia de coumarinas. Por lo tanto, debe
evaporarse el solvente en bafio maria y redisolverse en 1 mL de alcohol.
Luego se anade 1mL del reactivo y se considera un resultado positivo

cuando el precipitado es de color rojo.

Ensayo de Liebermann-Burchard
Permite identificar la presencia de esteroides. Para ello el solvente debe
evaporarse en bafio maria y el residuo redisolver en 1 mL de cloroformo. Se
afiade 1 mL de anhidrido acético y se agita bien. Por la pared del tubo de
ensayo se aflade de 2 a 3 gotas de acido sulfurico concentrado sin agitar. Un
ensayo positivo es cuando se da un cambio rapido de coloracion.

v' Rosado-azul muy rapido.

v" Verde intenso-visible

v" Verde oscuro-negro-final de la reaccion.

v El tercer cambio ocurre cuando el material evaluado tiene cantidades

importantes de estos compuestos.
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Ensayo de Dragendorff
Permite identificar en un extracto la presencia de alcaloides este debe
evaporarse en bafio maria y el residuo se debe redisolverse en 1mL de
acido clorhidrico al 1 %. Se afiade 3 gotas del reactivo de Dragendorff, y se
observa:

v' Escaso (+)

v Moderado (++)

v' Abundante (+++).

Ensayo de Fehling

Permite identificar en un extracto la presencia de azlcares reductores. Para
ello, el extracto debe evaporarse el solvente en bafio maria y el residuo
redisolverse en 2 mL de agua. Se afiade 2 mL del reactivo y se calienta la
mezcla en bafio de maria de 5-10 minutos. El ensayo se considera positivo
si la solucién se colorea de rojo o aparece un precipitado de color rojo.

Ensayo del cloruro férrico:
Permite identificar la presencia de compuestos fendlicos o taninos en un
extracto vegetal. Si el extracto de la planta se realiza con alcohol, el ensayo
determina tanto fenoles como taninos. A la muestra del extracto alcohodlico
se le aflade 3 gotas de una solucién de tricloruro férrico al 5% en suero
fisiologico (cloruro de sodio al 0.9% en agua). Si el extracto es acuoso, el
ensayo determina fundamentalmente taninos. A la muestra del extracto se
afiade acetato de sodio para neutralizar y tres gotas de una solucién de
tricloruro férrico al 5 % en suero fisioldgico. Se considera un ensayo positivo.

v Una coloracion rojo-vino identifica compuestos fendlicos en general.

v/ Una coloracién verde intensa identifica taninos del tipo

pirocatecdlicos.
v" Una coloracion azul identifica taninos del tipo pirogalotanicos.

Ensayo de la espuma:

Permite identificar en un extracto la presencia de saponinas, tanto del tipo
esteroidal como triterpénica. Si la muestra se encuentra en alcohol, se diluye
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5 veces su volumen con agua destilada se agita la mezcla fuertemente
durante 5-10 minutos.

El ensayo se considera un ensayo positivo si aparece espuma de mas de 2
mm de altura en la superficie del liquido y esta persiste por mas de 2

minutos.

Ensayo de la Ninhidrina

Permite identificar en los extractos vegetales la presencia de aminoacidos
libres o de aminas. El extracto debe estar en alcohol, si el extracto se
encuentra en otro solvente organico, se aflade 2 mL de solucion de
ninhidrina al 2 %. La mezcla se coloca en bafio maria de 5 a 10 minutos.
Este ensayo se considera positivo cuando se de un color azul violaceo en el
tubo.

Ensayo de Shinoda

Permite identificar la presencia de flavonoides en un extracto vegetal. Al
extracto se le afiade 1 mL de &cido clorhidrico concentrado y un pedacito de
cinta de magnesio metalico. Se espera 5 minutos, se afiade 1 mL de alcohol
amilico, se mezclan las fases y se deja reposar hasta que se separen.

Si el extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma, a partir de la
adicion de acido clorhidrico concentrado.

El ensayo se considera positivo, cuando el alcohol amilico se colorea de

amarillo, naranja, carmelita o rojo; intenso en todos los casos.

Ensayo de principios amargos y astringentes
El ensayo se realiza saboreando 1 gota del extracto obtenido reconociendo
el sabor de cada uno de estos principios.

Ensayo de Mayer
A la solucién &cida se le afiade una pizca de cloruro de sodio en polvo, se
agita y se filtra. Al filtrado se adiciona 2 6 3 gotas de la solucién reactiva de
Mayer y se reporta:

v' Escaso (+)
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v Moderado (++)

v' Abundante (+++).
Ensayo de Wagner
Se parte de la solucién acida y se le adiciona 2 6 3 gotas del reactivo de
Wagner, los resultados se expresan de igual forma a la anterior.

Ensayo de Hidroxamato Férrico para Coumarinas

Permite identificar la presencia de compuestos fendlicos o taninos en un
extracto vegetal. Para lo cual se coloca una gota del extracto en una placa
de porcelana y se afiade una gota de clorhidrato de hidroxilamina disuelto en
etanol al 10 %. Después se le afiade unas gotas de hidréxido de potasio al
10% en etanol y se calienta a la llama hasta burbujeo; posteriormente se
afiaden unas gotas de acido clorhidrico 0.5 mol/L y una gota de cloruro
férrico al 1%. El ensayo se considera positivo cuando desarrolle una

coloracién violeta

Ensayo de Borntrager

Identifica la presencia de quinonas. Si el extracto no se encuentra en
cloroformo, debe evaporarse el solvente en bafio maria y el residuo
redisolver en 1 mL de cloroformo. Se afiade 1 mL de hidroxido de sodio,
hidroxido de potasio 6 amonio al 5%. Se agita mezclando las fases y se deja
en reposo hasta que se separen. El ensayo se considera positivo cuando la
fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado o rojo, en este caso se

reporta: Coloracién rosada (++), coloracion roja (+++).

Ensayo de resinas
Permite identificar resinas, al extracto se le afiade 2 mL de la solucion
alcohdlica, 10 ml de agua destilada. Se considera un ensayo positivo cuando

aparece un precipitado en el ensayo.
Ensayo de Kedde

Permite identificar en un extracto la presencia de glicésidos cardiotonicos. Al
extracto se le aflade 1 mL del reactivo y se deja reposar durante 5-10
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minutos. Se considera un ensayo positivo cuando tiene una coloraciéon

violacea, persistente durante 1-2 horas.

Ensayo de Mucilagos

Permite identificar en los extractos vegetales la presencia de una estructura
tipo polisacarido, que forma un coloide hidréfilo de alto indice de masa y
aumenta la densidad del agua donde se extrae. Para ello la muestra se
enfria a 0-5 °C. Se considera un ensayo positivo cuando la solucién toma

una consistencia gelatinosa.

2.2.14.1.1 Obtencién de Extractos Lipidicos

Para obtener los extractos lipidicos se pes6 aproximadamente 60g de los
granos molidos de las dos variedades de amaranto y una variedad de
Sangorache luego obtenemos los extractos deseados por maceracion y por
hidrodestilacion.

v' Maceracién Se realiza a temperatura ambiente que consiste en
remojar el material vegetal en hexano hasta que éste penetre y
disuelva las porciones solubles del extracto vegetal se deja en reposo
por un periodo de 2 a 4 dias con agitacion esporadica. Luego se filtra
el liquido, se exprime el residuo, se recupera el solvente en un
evaporador rotatorio y se obtiene el extracto

v' Hidrodestilacion Consiste en sumergir directamente el material
vegetal en agua, y se somete a ebullicibn para obtener el extracto

lipidico.
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FOTOGRAFIA N° 2.1. Extractos Lipidicos

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

2.2.14.1.2 Obtencién de extractos Etandlicos
Para los extractos etandlicos se obtienen por el siguiente procedimiento

primero por maceracion y luego por percolaciéon

Maceracion

Se realiza a temperatura ambiente que consiste en remojar el material
vegetal en hexano hasta que éste penetre y disuelva las porciones solubles
del extracto vegetal se deja en reposo por un periodo de 2 a 4 dias con
agitacion esporadica. Luego se filtra el liquido, se exprime el residuo, se

recupera el solvente en un evaporador rotatorio y se obtiene el extracto.
Percolacion
Consiste en filtrar el material vegetal en un recipiente de vidrio con éter con

la ayuda de un rotavapor para obtener el extracto deseado.

Se los almacena en un recipiente de vidrio en un lugar fresco y protegido de

la luz hasta su uso.
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FOTOGRAFIA N° 2.2. Extractos Etandlicos

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

2.2.14.1.3. Obtencién de los Flavonoides

Para la obtenciéon de los flavonoides se utilizaran disolventes polares como
el agua, etanol, éter de petrdleo, benceno, acetato de etilo. La extraccion se
realizé empleando un embudo de separacion en donde colocamos el filtrado
y el solvente extracto éter etilico dejando en reposo media hora para que se
concentre esto se lo debe repetir tres veces para obtener el extracto, realizar
las pruebas de identificacién (Shinoda) y el extracto se pone en refrigeracion

para su estabilizacion.
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FOTOGRAFIA N° 2.3. Flavonoides

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

2.2.14.1.4. Ensayos de Actividad Antibacteriana Y Antimicética de
Grupos Fitoguimicos Extraidos del Amaranto y Sangor  ache

Los métodos aplicados en la evaluacidn se basan en técnicas utilizadas para
evaluar la resistencia o sensibilidad al antimicrobiano; ya que no existe un
reglamento o estandarizacion de la metodologia utilizada para la

determinacién de inhibicién de extractos de plantas.

Las técnicas utilizadas en los laboratorios para determinar la resistencia es
el antibiograma y ademas la determinacién de la concentracion minima
inhibitoria (MIC), estas nos permiten conocer si el antibidtico farmacéutico
aplicado en el ensayo es sensible o resistente a los microorganismos en

estudio y a la concentracion a la cual esta actuando (5).

Se aplicé el método de Bauer-Kirby, para ello, los materiales utilizados
fueron previamente esterilizados y los medios de cultivo preparados fueron
Caldo de Tripticasa de Soya (TSB), Agar Tripticasa de Soya (TSA), Mueller

Hinton y Saboround.
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Se tomd 10 uL de cepas bacterianas ATCC Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 9637, Klebsiella Pneumoniae ATCC 10031 y
Micrococcus flavus ATCC 14452; provistas por investigadores del INSPI,
Guayaquil) y cepas fungicas Candida albicans ATCC 10231 vy
Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601, crio conservadas en el Laboratorio
de Investigacion de la UNACH, con las que se realizé un repique en 5 mL de
medio de cultivo TSB y se las incubo a 37°C durante 24 horas para bacterias
y entre 48 a 72 horas para las cepas micéticas. Transcurrido el tiempo de
incubacion se preparé el inéculo, para lo cual se tom6 5 mL de suero
fisiolégico estéril y se agregd gota a gota el tubo incubado hasta que
presente la misma turbidez que el patron de BaSO, (0.5 McFarland). Se
tom6 50 uL de la suspension bacteriana y se depositd en cajas Petri
preparadas unas con medio solido TSA, otras con agar Mueller Hinton (para
bacterias) y agar Saboround (para hongos), donde se procedi6 a sembrar

con la ayuda de un hisopo, obteniendo una siembra uniforme.

Para preparar los discos de sensibilidad se dispenso diferentes volumenes
(30 y 50 uL) de los extractos de amaranto y sangorache en los discos de
sensibilidad (Prat Dumas France) de 6 mm.

Los discos preparados se colocaron mediante el uso de pinzas (esterilizadas
por flameo) a una distancia recomendada en las normas. Las cajas Petri las
se sell6 con parafiim y se colocé en refrigeracibn por cinco minutos se
incubo a 37°C por 18 horas.

Como control comparativo para la actividad antibacteriana se utilizé discos
de estreptomicina en las concentraciones de 10 y 300 ug, y para la actividad
antifangica fluconazol en la concentracion de 150 mg y como control
comparativo frente a sustancias naturales se utilizé extractos etandlicos de la
planta medicinal eucalipto, llantén, malva al 100% el mismo que previamente
fue provisto a partir de un proyecto de estudio de principios activos vegetales
(#) Falconi F. Determinacion de principios activos presentes en plantas
medicinales de uso ancestral en la Provincia de Chimborazo. Facultad de

ciencias de la salud UNACH (proyecto en ejecucion).
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2.2.14.1.5. Determinacion de la Concentracion Minim  a Inhibitoria (MIC)

La concentracién minima inhibitoria se realizé por el método microdilucion en
placas de microElisa de 96 pocillos donde se exponen a las bacterias a
diferentes concentraciones de la sustancia a probar. La lectura se la realiza
al inicio y luego de una incubacion por 24 horas a 37°C. La diferencia de la
turbidez medida en unidades de densidad éptica OD leidos automaticamente
por el equipo Biotek ELx800, que indica si hubo crecimiento bacteriano o no
lo que a su vez se comprueba la actividad de la sustancia probada como

antibacteriano.

2.2.14.1.6. Preparacién de las Cepas Microbianas

Las cepas microbianas se reactivaron en el medio de cultivo TSB tomando
10 uL de las cepas microbianas la incubamos a 37°C, durante 24 horas,
transcurrido el tiempo de incubacion se procedié a determinar la densidad
Optica con 200 uL del crecimiento obtenido, usando las placas de MicroElisa
leidas a una longitud de onda de 630 nm para obtener una densidad
alrededor de 0.5-0.6 Cuando este valor es superior se realiza diluciones con
medio cultivo TSB estéril, pero si es inferior se deja en incubacién mas
tiempo, hasta alcanzar el valor requerido de O.D. Una vez obtenido el valor
deseado, se realiza la dilucién 1/100.0000 a partir de un tubo madre con el
propdsito de conseguir el nUmero de bacterias en estudio a la actividad
antimicrobiana. Este contaje se lo realiza en cajas Petri con medio de cultivo
Agar Mueller Hinton para bacterias y medio de cultivo Agar Sabouraud para
hongos. Los cultivos se realizaron colocando 50 uL de cada dilucion, se los
deposita y son esparcidos en cajas Petri que contienen respectivamente los

medios de cultivo. Se los incuba a 37°C por el lapso de 24 a 72 horas.

2.2.14.1.7. Determinacion de la Concentracion Minim  a Inhibitoria del
Extracto (MIC)

Se utilizaron placas de MicroElisa estéril de 96 pocillos respectivamente. Se
depositd medio de cultivo TSB estéril, microorganismos obtenidos de la
dilucién 1/100.000 y por ultimo se aplico los extractos obtenidos, en cada
pocillo obteniendo como volumen final 200 uL.
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Para los extractos lipidicos, etandlicos y flavonoides se utilizaron
concentraciones diferentes de 50, 38, 25 y 13% que fueron depositados en
los pocillos de las microplacas el pocillo A1 contenia la concentracion mas
alta del extracto bajando su concentracion hasta el pocillo E5, se afiadio 10

uL de microorganismos, y TSB dando como volumen final 200 uL.

Como controles comparativos de actividad se utilizd estreptomicina y
fluconazol en las concentraciones de 150, 100, 80, 40, 20, 10, 5y 3 ug/uL al
utilizar el 10% v/v en los pocillos de microdilucion de las placas de
microElisa, extractos etandlicos puros de Eucalipto En el cuadro N° 8 se

indica los volumenes utilizados en el ensayo.

Se agit6 por pipeted y se realizé la primera lectura espectrofotométrica a una
longitud de onda de 630 nm, llevando a incubacién a 37°C durante 18 horas,
transcurrido el tiempo de incubacion se realizdé la segunda lectura. Para
determinar la CMI del extracto frente a los microorganismos de interés
clinico donde presenta actividad antimicrobiana, se tom6é como base aquel
pozo que contenia la minima concentracion del antimicrobiano y que no
presentaba crecimiento alguno reflejado en lecturas de O.D similares antes y
después de la incubacion.
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CUADRO N° 2.8. Volumenes Aplicados en las Placas de  microElisa para
la determinacién la concentracion minima inhibitoria de cada uno de los

extractos obtenidos de las dos especies de las plantas del genero

Amaranthus.
Volume Volume Volumen del Volume  Porcentaj
Extractos n de n del microorganism n Final e de los
TSB extracto o Dil 1/100.000 del extractos
Pocillo

90 ul 100 ul 10 ul 200 ul 50%

115ul 75 ul 10 ul 200 ul 38%

Lipidico 140 ul 50 ul 10 ul 200 ul 25%

165ul 25 ul 10 ul 200 ul 13%

90 ul 100 ul 10 ul 200 ul 50%

115ul 75 ul 10 ul 200 ul 38%

Etanolico 140ul 50 ul 10 ul 200 ul 25%

165ul 25 ul 10 ul 200 ul 13%

90 ul 100 ul 10 ul 200 ul 50%

115ul 75 ul 10 ul 200 ul 38%

Flavonoides 140 ul 50 ul 10 ul 200 ul 25%

165ul 25 ul 10 ul 200 ul 13%

Eucalipto 170 ul 20 ul 10 ul 200 ul 10%

170 ul 20 ul 10 ul 200 ul 10%

170 ul 20 ul 10 ul 200 ul 10%

170 ul 20 ul 10 ul 200 ul 10%

Estreptomicin 170 ul 20 ul 10 ul 200 ul 10%

a 170ul 20 ul 10 ul 200 ul 10%

y 170 ul 20 ul 10 ul 200 ul 10%

Fluconazol 170ul 20 ul 10 ul 200 ul 10%

170 ul 20 ul 10 ul 200 ul 10%

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia
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2.2.15 Definicion de Términos Basicos

Antibiograma
Es una prueba microbiolégica que se realiza para determinar la sensibilidad
o resistencia de una bacteria a un grupo de antibioticos (24).

Antibidticos
Un antibi6tico es una sustancia quimica producida por un ser vivo o derivado
sintético, que mata o impide el crecimiento de ciertas clases de

microorganismos sensibles, generalmente bacterias (25)

Agentes Antimicrobianos

Son sustancias naturales que se han utilizado desde épocas antiguas, como
sustancias aromaticas y como preservantes. Sin embargo, estas cubren un
amplio espectro de actividades tales como efectos farmacologicos,
antiinflamatorios, antioxidantes, anticancerigenos y biocidas contra una
amplia gama de organismos como: bacterias, hongos, virus, protozoos e

insectos (39).

Antibacteriana
Es una sustancia quimica que en bajas concentraciones, actla contra los

microorganismos, destruyéndolos o inhibiendo su crecimiento (2).

Cepas Bacterianas

Son colonias que provienen de un germen (2).

Compuestos Fendlicos Simples
Son compuestos fitoquimicos simples y consisten en un anillo fendlico
sustituido (21).

Cumarinas
Son compuestos ampliamente distribuidos en las plantas, principalmente en
las familias Umbeliferae y Rutaceae. Se encuentran en todas las partes de la

planta desde la raiz hasta los frutos siendo mas abundante en estos ultimos.
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Se presentan a menudo como mezclas, en forma libre o como glicésidos
(22) (23).

Extractos etéreos

Es el conjunto de sustancias de un alimento que se extraen con éter etilico;
es decir esteres de los acidos grasos, fosfolipidos, lecitinas, esteroles, ceras,
acidos grasos libres, etc (41).

Extractos Vegetales

Se han definido como un concentrado obtenido por el tratamiento de
productos vegetales con solventes apropiados, tales como agua, etanol o
éter, de elementos solubles, constituidos por una mezcla de principios
activos y sustancias inertes que se producen de la totalidad o de partes de

una planta fresca o seca (38).

Fitofarmacos

Son medicamentos que contienen como principio activo exclusivamente
plantas, partes de plantas, ingredientes vegetales o bien, preparaciones
obtenidas a partir de ellas (21).

Fitoquimicos
Son sustancias que se encuentran en los alimentos de origen vegetal,
biolégicamente activas, que no son nutrientes esenciales para la vida, pero
tienen efectos positivos en la salud. Se encuentran naturalmente en las
plantas frutas, vegetales, legumbres, granos enteros, nueces semillas,
hongos (11).

Flavonas

Son estructuras fendlicas que contienen un grupo carbonilo y constituyen la
familia mé&s amplia de fenoles naturales. Su actividad frente a los
microorganismos probablemente se deba a su capacidad de generar
complejos con proteinas extracelulares y proteinas solubles (21).
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Infecciones
Es un término clinico que indica la contaminacién, con respuesta
inmunolégica y dafio estructural de una persona causada por un

microorganismo patogeno (24

Metabolitos Secundarios
Estos metabolitos son compuestos quimicos sintetizados por los organismos

gue tienen como precursores a los metabolitos primarios (38).

Quinonas

Son anillos aromaticos con dos funciones ceto. Son ubicuas en la naturaleza
y causantes del color marrén que se produce en las frutas cuando son
dafadas. Poseen una alta reactividad, formando complejos con los
aminoacidos hidrofilicos de las proteinas, la mayoria de las veces
inactivando la proteina y anulando su funcion (21).

Resistencia bacteriana
Es la capacidad que tienen las bacterias de soportar los efectos de los
antibidticos destinados a eliminarlas o controlarlas (42).

Taninos
El término “tanino” se empled para denominar ciertas sustancias presentes
en extractos vegetales capaces de combinarse con proteinas de la piel

animal, evitando su putrefaccion y convirtiéndola en cuero (22).
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2.2.16. Siglas

N N N T N N N N N N N N N N N N N Y N N N N

INIAP: Instituto Nacional Autbnomo de Investigaciones Agropecuarias.

UNACH: Universidad Nacional de Chimborazo.
OMS: Organizacién mundial de la salud.

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
INSPI: Instituto Nacional de Investigaciones en Salud Publica.
MIC: Concentracion minima inhibitoria.

O.D: Densidad optica (Optical Density)

UFC: unidades formadoras de colonias.

mm: milimetros.

ML: microlitros.

g: gramos

Mg: microgramos

min : minutos

mg: miligramos

m: metro

cm: centimetro

g/mol: gramos sobre moles.

ml: mililitro

Kg: Kilogramo.

S: sensible

I: intermedio

R: resistente

N/A: no aplica
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2.3 HIPOTESIS Y VARIABLES

2.3.1 Hipotesis
Los extractos etandlicos, lipidicos y flavonoides obtenidas de dos especies
de las plantas del genero Amaranthus presentan accion inhibitoria sobre el

crecimiento de cepas bacterianas y micéticas de interés clinico.

2.3.2 Variables

2.3.2.1 Variable Dependiente
Cepas de bacterias ATCC a evaluar.
Cepas de hongos ATCC a evaluar.

2.3.2.2 Variable Independiente
Actividad antibacteriana

Actividad antimicética.
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CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. METODOS UTILIZADOS
En la presente investigacion se utilizé el método deductivo — inductivo con un
procedimiento analitico, cientifico y explicativo, con el fin de alcanzar los

objetivos propuestos.

v METODO DEDUCTIVO- INDUCTIVO: Se utiliz6 este método ya que
permite el estudio de cada una de las bacterias u hongos para
obtener resultados confiables que nos lleven a sacar conclusiones

particulares de nuestro tema de investigacion.

v METODO ANALITICO Permiti6 analizar la actividad antimicrobiana
de los diferentes extractos de dos especies de plantas del género
Amaranthus.

v METODO CIENTIFICO Permiti6 realizar los pasos necesarios para
obtener los conocimientos validos mediante datos para formular la
teoria planteada.

v METODO EXPLICATIVO: Ayud6 a determinar las causas y los

efectos de tema de estudio.

3.2. TIPO DE INVESTIGACION
La investigacion se caracteriza por ser de tipo descriptiva- explicativa
observacional
v DESCRIPTIVA: Permiti6 describir la situacion del problema en
estudio. Una vez que se realizo el estudio del problema a investigarse

se describié la causa y los efectos.

v EXPLICATIVA: Se basa en el procedimiento de la informacion
recolectada en textos, libros, folletos, se lleg6 a establecer las causas

y los efectos de la evaluacion antibacteriana y antifiUngica de los
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grupos fitoquimicos de dos especies de plantas del genero
Amaranthus.
v' OBSERVACIONAL: Se basa en cuadros estadisticos, comparativos,

representaciones graficas de estudio epidemioldgico.

3.3. DISENO DE INVESTIGACION

Se planted un estudio observacional y descriptivo para determinar cual de
los resultados que se obtuvieron de las dos especies de plantas del género
Amaranthus presenta mayor actividad antibacteriana y antifungica frente a
los diferentes microorganismos patdégenos expuestos en los medios de

cultivo aplicados.

3.4. POBLACION Y MUESTRA

3.4.1. Poblacion

Para la evaluacién de la actividad antibacteriana y antifungica de los grupos
fitoquimicos se trabajo con dos variedades de Amaranthus caudatus y una
variedad de Amaranthus hybridus que posee INIAP, en la Estacién
Experimental Santa Catalina, en Quito-Pichincha.

3.4.2. Muestra

Las especies de plantas del género Amaranthus, con las que se trabajé en la
presente investigacion son: Amaranto Alegria, Amaranto Perucho,
Sangorache, estas fueron recolectadas en hojas y granos posteriormente
fueron enviadas al Laboratorio de Investigaciones de la Facultad de Ciencias
de la Salud de la UNACH, para procesarlas para el estudio donde se las lavo
con agua destilada, se dejé secar a temperatura ambiente, y se trituré para
después almacenarlas en frasco de ambar herméticos guardados de la luz

hasta su uso.
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CAPITULO IV

4. TECNICAS PARA EL ANALISIS E INTERPRETACION DE
RESULTADOS

Se utilizé cuadros graficos, tablas interpretativas, representaciones gréaficas y
el correspondiente analisis para explicar los resultados.

4.1 EXTRACTOS DE AMARANTO Y SANGORACHE

4.1.1 ANALISIS FISICOQUIMICO CUALITATIVOS

4.1.1.1 REACCIONES DE CARACTERIZACION
Las reacciones fitoquimicas de coloracion, aplicadas segun las técnicas de
tamizaje fitoquimico, son especificas para los metabolitos secundarios que

se estan investigando.

En el cuadro N° 9 se muestra la composicién quimica de los diferentes
extractos de amaranto y de sangorache, donde se evidencia flavonoides en
altas concentraciones presentes en los extractos obtenidos, se nota la
presencia de lipidos Unicamente en el extracto etéreo. Lactonas y
coumarinas en baja concentracion presentes en el extracto alcohdlico. No
hay presencia de catequinas en ningun extracto al igual que cardenolidos,
existe la presencia de flavonoides, en mayor concentracién en el extracto
acuoso que el alcohdlico pero este extracto presenta en poca concentracion

a los aminoéacidos.
Ademas se visualiza la presencia de azucares reductores en bajas

concentraciones en los extractos acuosos y alcohdlicos y los principios

amargos presentes Unicamente en el extracto acuoso.
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4.1.1.2. Resultados de los Ensayos
CUADRO N° 4.9. Resultados de los Extractos Lipidico s

Extractos Ensayo de Ensayo de Ensayo de

Sudan Baljet Liebermann
Amaranto Alegria Grano ++ + 4+
Amaranto Perucho Grano ++ + +++
Amaranto Alegria Hoja ++ + +++
Amaranto Perucho Hoja ++ + +++
Sangorache Grano ++ ++ +++
Sangorache Hoja ++ + 4+
Sangorache Panoja ++ + 4+

Escaso (+) Moderado (++)  Abundante (+++) Negativo (-)

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

CUADRO NF° 4.10. Resultados del Extractos Etandlicos

EXTRACTO ETANOLICO
Extracto Ensayo Ensa Ensa Ensayo Ensa Ensa Ensay Ensa

S de yode vyo de yo yode ode yode
Catequi Feeli de Lieberm de  Espu Ninhidr Shino
nas ng Balje ann Fe ma ina da

t CI3

Amarant

o Alegria ++ ++ ++ +++ + + +++ ++

Grano

Amarant

© ++ ++ ++ +++ + + +++ ++

Perucho

Grano

Amarant

o Alegria ++ ++ ++ +++ ++ + ++ ++

Hoja

Amarant

. ++ ++ ++ +++ ++ + ++ ++

Perucho

Hoja

Sangora

che ++ ++ ++ +++ + + ++ ++

Grano

Sangor_a ++ ++ ++ +++ ++ + ++ +

che Hoja

Sangora

che ++ ++ + ++ ++ - + +

Panoja

Escaso (+) Moderado (++)  Abundante (+++) Negativo (-)

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia
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EVALUACION “in vitro DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA Y
ANTIFUNGICA DE GRUPOS FITOQUIMICOS PRESENTES EN EL
AMARANTO Y SANGORACHE.

4.1.1.3. Actividad Antibacteriana

La actividad antibacteriana se evalu6 a través de la técnica de antibiograma
y ademas el MIC que ayudaron a identificar si las bacterias presentan
sensibilidad o resistencia frente a los extractos de amaranto y sangorache su
concentracion a la cual actua. Esta determinacion se lo tomé en base a las
lecturas de O.D (0.5-0.6) en los ensayos realizados de las unidades
formadoras de colonias de las cepas bacterianas certificadas como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella Pneumoniae vy
Micrococcus flavus al utilizar la dilucién 1/100.000 segun se observa en

CUADRO N° 4.11. Obtencién de la densidad épticay | a UFC de

bacterias ATCC
Bacterias Tiempo de Incubaciéon Densidad Optica UFC/30ul
S. aureus 18 horas 0,6 85
E. coli 18 horas 0,5 120
K. pneumoniae 18 horas 0,6 12
M. flavus 18 horas 0,5 9

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

4.1.1.4. Extractos Lipidicos

4.1.1.4.1. ANTIBIOGRAMA METODO BAUER-KIRBY

En los extractos lipidicos se probaron volumenes de 20 y 50 uL de cada
extracto sobre las cepas microbianas, destancadonse por su halo de
inhibicién la variedad de, Sangorache Hoja sobre cepas de S. aureus, con un
halo de inhibicion de 8mm de diametro. En Sangorache Panoja sobre cepas
de S. aureus con un halo de inhibicion de 9mm de didmetro. Para las cepas

de E. coli K. pneumoniae, M. flavus, no se observa actividad antibacteriana.
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CUADRO N° 4.12. Actividad antibacteriana de los ext  ractos lipidicos de
Amaranto y Sangorache.

EXTRACTOS LIPIDICOS
BACTERIAS Amarant Amarant Sangorach Sangorach Sangorach

o Alegria o e Grano e Hoja e Panoja
Grano Perucho (mm) (mm) (mm)
(mm) Grano
(mm)
S. aureus 0 (R) 0 (R) 0 (R) 8 (R) 9 (R)
E. coli 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
K.pneumonia
. 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
M. flavus 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)

R: Resistente, segun comparacion con la tabla referida al antibiotico
estreptomicina

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

Los resultados obtenidos se interpretaran por la longitud del diametro de los
halos de inhibicion interpretaremos si es Resistente (R), Intermedio (I),
Sensible (S) como se describe a continuacion bajo las normas del Clinical
and Laboratory Standars Institute (CLSI).

Resistente: Cuando no hay halo de inhibicion, es decir cuando la bacteria es
resistente al antibiético aplicado.

Intermedio: Cuando el antibidtico aplicado consigue su efecto en ciertas

condiciones.

Sensible: Cuando el antibiético aplicado provoca una inhibicién de cualquier

crecimiento bacteriano visible.

49



GRAFICO N° 4.1. Promedios del diametro de halos de inhibicion de
extractos lipidicos aplicados sobre cepas de S. aureus
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Q Amaranto Amaranto  Sangorache Sangorache Sangorache
Alegria Grano  Perucho Grano Hoja Panoja
Grano

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

FOTOGRAFIA N° 4.4. Antibiograma S. aureus Extracto Lipidico

A. Alegria Grano; B. A. Perucho Grano; C. Sangorache Grano
D. Sangorache Hoja; E. Sangorache Panoja

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia
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4.1.1.4.2. Concentracion Minima Inhibitoria de los ~ Extractos Lipidicos

En la determinacién de la concentracién minima inhibitoria de los extractos
lipidico empleamos diferentes concentraciones del 50, 38, 25 y 13 %
aplicados sobre cepas bacterianas de intereses clinico se observa que los
granos de las dos variedades de amaranto y una variedad de sangorache no
actuo el extracto en ninguna concentracién expuesta. Por otro lado, las hojas
solo de la Variedad Sangorache presentan actividad sobre cepas K.
pneumoniae en las concentraciones de 38%. La variedad de Sangorache
Panoja actué sobre las cepas M.flavus, actué en las concentraciones de

50%. No existe actividad antibacteriana sobre cepas de S.aureus, E. coli.

CUADRO NF° 4.13. Concentracion minima inhibitoriad e extractos
lipidicos de dos variedades de amaranto y una varie  dad de Sangorache

aplicados sobre cepas bacterianas.

EXTRACTO LIPIDICO

_ lra 2 da
Concentracién
BACTERIAS Variedad i Lectura Lectura
oD oD
K.pneumoniae Sangorache hoja 38 0,24 0,23
Sangorache
M.flavus _ 50 0,50 0,46
panoja

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia
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GRAFICO N° 4.2. MIC de los extractos lipidicos aplicados a cepas

bacterianas

0,6

0,5

0,4

0,3 M1 ralectura

M 2 da Lectura
0,2 -

Densidad Optica (OD)

0,1 -

K. pneumoniae Sangorache M. flavus Sangorache Panoja
Hoja

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

4.1.1.5. Extractos Etandlicos

4.1.1.5.1. Antibiograma por Método Bauer-Kirby

En los extractos etandlicos se probaron volumenes de 20 y 50 uL de cada
extracto para preparar los discos de sensibilidad (de 6mm) y se probaron
sobre las cepas microbianas, la sensibilidad se destaca por el halo de
inhibicion que se muestra donde la variedad de Amaranto Alegria Grano
sobre cepas de S. aureus mostré un halo de inhibicion de 9mm de diametro,
Amaranto Perucho Hojas sobre cepas de S. aureus con un halo de inhibicion
de 8mm de diametro, Sangorache Grano y Hoja sobre cepas de S. aureus
con un halo de inhibicion de 8mm de diametro, Sangorache Panoja sobre
cepas de S. aureus, con un halo de inhibicion de 8 mm de diametro. Para
las cepas de E. coli, K. pneumoniae, M. flavus, no se observa actividad
antibacteriana. Los resultados obtenidos de cada extracto se los considera
resistentes, segun la norma M02-A10 de la CLSI.
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CUADRO NF° 4.14. Actividad antibacteriana de los ext ractos etandlicos
de Amaranto y Sangorache

EXTRACTOS ETANOLICOS

Amara Amara Amara Amara Sangor Sangor Sangor

BACTERI nto nto nto nto ache ache ache
As Alegri Alegri Peruc Peruc Grano Hoja Panoja
a a Hoja ho ho (mm) (mm) (mm)

Grano (mm) Grano Hoja
(mm) (mm)  (mm)
S.aureus 9 (R) OMR 7 (R 8(R) 8 (R) 8 (R) 8 (R)

Ecoi O®R 7®R OR OR OR 7(R 0(R

Kpneum O(®R) OR) O®R OR O®R O0O®R 7R
oniae
M.flavués O (R) O(R) O(R) O ((R) 0 (R 0 (R) 0 (R)

R: Resistente, segun comparacion con la tabla referida al antibiotico
estreptomicina

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

GRAFICO N° 4.3. Promedios del diametro de halos de inhibicién de

extractos etanélicos aplicados sobre cepas de S. aureus
O 2 o s Q@
Q) N ‘2\0 N

® R
Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

1

ORLrNWAUIOINOOWLO

Diametros de Halos de
Inhibicion (mm)

o A & A 0@

53



FOTOGRAFIA N° 4.5. Antibiograma S. aureus Extracto Etandlico

A A. Alegria Grano ; B. A. Alegria Hoja ; C. A. Perucho Grano ; D. A.
Perucho Hoja, E. Sangorache Grano
F. Sangorache Hoja ; G. Sangorache Panoja

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

GRAFICO N° 4.4. Promedios del diametro de halos de inhibicién de

extractos etandlicos aplicados sobre cepas de E. coli.
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Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia
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FOTOGRAFIA N° 4.6. Antibiograma E.coli Extracto Etanolico

A A. Alegria Grano; B. A. Alegria Hoja ; C. A. Perucho Grano ; D. A.
Perucho Hoja E. Sangorache Grano
F. Sangorache Hoja ; G. Sangorache Panoja

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

GRAFICO N° 4.5. Promedios del diametro de halos de inhibicién de

extractos etandlicos aplicados sobre cepas de K. pneumoniae
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Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia
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FOTOGRAFIA N° 4.7. Antibiograma K. pneumoniae Extracto Etan6lico

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

4.1.1.5.2. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS

Para determinar el MIC de extractos etandlicos las concentraciones del 50 y
38% en las dos variedades de Amaranto y una variedad de Sangorache al
aplicar en cepas microbianas los extractos etandlicos en la mayoria de las
variedades presentan inhibicion sobre las cepas bacterianas al utilizar las
concentraciones expuestas, en el cuadro siguiente se observa los resultados

obtenidos.

CUADRO N° 4.15. Concentracion minima inhibitoria de extractos
etandlicos de dos variedades de amaranto y una vari edad de

Sangorache aplicados sobre cepas bacterianas

EXTRACTO ETANOLICO

. . 2orcentaje LI ZeE)
Bacterias Variedad VIV Lectura Lectura

oD oD

A. alegria grano 50 0,17 0,14

A. alegria hoja 50 0,05 0,05

A. perucho grano 50 0,15 0,10
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S. aureus

E. coli

K.
pneumoniae

M. flavus

A. perucho hoja
Sangorache
grano
Sangorache hoja
Sangorache
panoja
A. alegria grano
A. alegria hoja
A. perucho grano
A. perucho hoja
Sangorache
grano
Sangorache hoja
Sangorache
panoja
A. alegria grano
A. alegria hoja
A. perucho grano
A. perucho hoja
Sangorache
grano
Sangorache hoja
Sangorache
panoja
A. alegria grano
A. alegria hoja
A. perucho grano
A. perucho hoja
Sangorache
grano
Sangorache hoja
Sangorache
panoja

38
50
38
50

50
50
50
50
50
50
50

38
50
50
50
38
38
38

50
50
50
50
50
50
50

0,11
0,21
0,26
0,02

0,15
0,05
0,13
0,09
0,25
0,19
0,02

0,16
0,04
0,13
0,08
0,18
0,26
0,05

0,17
0,06
0,26
0,10
0,24
0,24
0,04

0,09
0,11
0,20
0,02

0,15
0,04
0,13
0,09
0,18
0,10
0,01

0,14
0,04
0,13
0,07
0,08
0,11
0,04

0,11
0,05
0,21
0,10
0,15
0,22
0,03

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

57



bacterianas
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GRAFICO N° 4.6. MIC de los extractos etanolicos aplicados a cepas

M 1 ralectura

M 2 da Lectura

"
=)

N
N
o

T
—
o

o] n
o —
o
(Qo) eondQ pepisuag

0,05 -

58



4.1.1.6. Extractos de Flavonoides

4.1.1.6.1. Antibiograma Método Bauer-Kirby

En los flavonoides se probaron volumenes de 20 y 50 ul de cada extracto
sobre las cepas microbianas, destacandose por su halo de inhibicion la
variedad de Amaranto Alegria Grano sobre cepas de E. coli, con un halo de
inhibicién de 8mm de didmetro. Amaranto Perucho Grano sobre cepas de E.
coli, con un halo de inhibicibn de 8mm de diametro, Sangorache Hoja sobre
cepas de E. coli, con un halo de inhibicion de 8mm de didmetro, Sangorache
Panoja sobre cepas de E. coli con un halo de inhibicién de 8mm de didmetro.
Para las cepas de S. aureus, K. pneumoniae, M. flavus, no se observa
actividad antibacteriana.

GRAFICO N° 4.7. Actividad antibacteriana de flavono ides en las dos

variedades de amaranto y una variedad de Sangorache

FLAVONOIDES

BACTERIAS Amaranto Amaranto Sangorache Sangorache Sangorache

Alegria Perucho Grano (mm) Hoja (mm) Panoja
Grano Grano (mm)

(mm) (mm)
S. aureus 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0(R) 0(R)
E. coli 8 (R) 8 (R) 0 (R) 8 (R) 8 (R)
K.pneumoniae 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
M. flavus 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)

R: Resistente, segun comparacion con la tabla referida al antibiotico
estreptomicina

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia
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GRAFICO N° 4.8. Promedios del diametro de halos de inhibicién de lo

flavonoides aplicados sobre cepasde  E. coli

S

9

~N

Diametros de Halos de
Inhibicion (mm)
D

181

Amaranto Amaranto Sangorache Sangorache  Sangorache
Alegria Grano Perucho Grano Grano Hoja Panoja

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

FOTOGRAFIA N° 4.8. Antibiograma E. coli Flavonoides

A A. Alegria Grano ; B. A. Perucho Grano ; C. Sangorache Grano

D. Sangorache Hoja ; E. Sangorache Panoja

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia
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4.1.1.6.2. Concentracion Minima Inhibitoria de los  Flavonoides

Para la concentracion minima inhibitoria de los flavonoides se aplicé
concentraciones (50-38-25-13%) del extracto, actuando las variedades
Amaranto Alegria Grano, Amaranto Perucho Grano sobre las cepas de
E.coli, Sangorache Hoja al 50 % sobre la cepa de M. flavus, en donde solo
existe la inhibicibn minima al 50%. Para las cepas S. aureus, K.

pneumoniae, no presenta actividad antibacteriana.

CUADRO N° 4.16. Concentracion minima inhibitoria d e los flavonoides
de dos variedades de amaranto y una variedad de San  gorache

aplicados sobre cepas bacterianas

FLAVONOIDES

Bacterias Variedad Concentracion 1lra 2da
VIV Lectura OD Lectura OD

E.coli  Am. Alegria grano 50 0,06 0,03

Am. perucho grano 50 0,09 0,02

M. flavus  Sangorache Hoja 50 0,06 0,03

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

GRAFICO N° 4.9. MIC de los flavonoides de dos variedades de

amaranto y una variedad de Sangorache
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E. coli A. Alegria E. coli A. Perucho M. flavus Sangorache
Grano Grano Hoja

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia
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4.1.1.7. Determinacion de la Actividad Antifungica

La actividad antifingica se evalu6 a través de la técnica de antibiograma y
ademés el MIC que ayudaron a identificar si los hongos presentan
sensibilidad o resistencia frente a los extractos de amaranto y Sangorache.
Esta determinacion se lo tomé en base a las lecturas de O.D (0.5-0.6) en los
ensayos realizados con unidades formadoras de colonias de las cepas
micéticas certificadas como C. albicans y S. cerevisiae al utilizar la dilucién

1/100.000 como se observa en el cuadro descrito continuacion.

CUADRO N° 4.17. Obtencién de la densidad 6pticay | a UFC de hongos
ATCC

Hongos Tiempo de Incubaciéon  Densidad Optica UFC

C. albicans 24 horas 0,6 50

S. cerevisiae 72 horas 0,5 40

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

4.1.1.8. Extractos Lipidicos
4.1.1.8.1. Antibiograma Método Bauer-Kirby

Para la preparacion de los discos en los extractos lipidicos se probaron
volumenes de 20 y 50 uL de cada extracto sobre las cepas fangicas
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4.1.1.8.2. Concentracion Minima Inhibitoria de Extr  actos Lipidicos de

dos Variedades de Amaranto y una Variedad de Sangor ache Aplicados
sobre Cepas Fungicas

En la determinacion de la concentracion minima inhibitoria de los extractos
lipidicos a las concentraciones del 50, 38, 25 y 13 % aplicados sobre cepas
bacterianas de intereses clinico se observa que los granos de las dos
variedades de amaranto y una variedad de sangorache no actué el extracto
en ninguna concentracion expuesta. Por otro lado la variedad de
Sangorache Panoja actué sobre las cepas C. albicans, S.cervisiae en las
concentraciones de 50%.

CUADRO N°4.19. Concentracion minima inhibitoria de  extractos
lipidicos de dos variedades de amaranto y una varie  dad de Sangorache

aplicados sobre cepas fungicas

EXTRACTO LIPIDICO

Microorganismo Variedad Concentracién lra 2 da
VIV Lectura
oD Lectur
a OD

C. albicans Sangorache 50 0,74 0,52
panoja

S. servisae Sangorache 50 0,42 0,18
panoja

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia
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GRAFICO N° 4.10. MIC de extractos lipidicos de dos variedades de

amaranto y una variedad de Sangorache aplicadosac  epas fungicas
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Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

4.1.1.9. Extractos Etandlicos

4.1.1.9.1. Antibiograma Método Bauer-Kirby

En los extractos etandlicos para preparar los discos se probaron volumenes
de 20 y 50 uL de cada extracto sobre las cepas fangicas, destacandose por
su halo de inhibicion la variedad de Amaranto Perucho Grano sobre cepas
de C. albicans con un halo de inhibicion de 9mm de diametro, Amaranto
Perucho Hojas sobre cepas de C. albicans con un halo de inhibicion de 8mm
de diametro, Sangorache Grano y Hoja sobre cepas de C.albicans , con un
halo de inhibicion de 8mm de diametro, Sangorache Panoja sobre cepas de
C.albicans , con un halo de inhibicién de 10 mm de didmetro. Para la cepa

de S. cerevisiae no se observa actividad antifungica.
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GRAFICO N° 4.11. Promedios del diametro de halos de inhibicién de

extractos etanélicos aplicados sobre cepas de C. al  bicans
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Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

FOTOGRAFIA N° 4.9. Antibiograma C. albicans Extracto Etanolico

A A. Alegria Grano ; B. A. Alegria Hoja ; C. A. Perucho Grano D. A.
Perucho Hoja E. Sangorache Grano
F. Sangorache Hoja ; G. Sangorache Panoja

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

67




4.1.1.9.2. Concentracion Minima Inhibitoria de los

Extractos Etandlicos

Para determinar el MIC de extractos etandlicos se utilizaron concentraciones

al 50 y 38% en las cuatro variedades de amaranto y tres variedades de

Sangorache al aplicar en cepas microbianas; observando inhibicién sobre las

cepas fungicas ATCC, en el cuadro siguiente se observa los resultados

obtenidos.

CUADRO N° 4.21. Concentracion minima inhibitoria de  extractos
etandlicos de dos variedades de amaranto y una vari  edad de
Sangorache aplicados sobre cepas fangicas
EXTRACTO ETANOLICO
Microorganismo Variedad Concentracién lra 2 da
VIV Lectura Lectura

oD oD
A. alegria grano 50 0,18 0,15
A. alegria hoja 50 0,07 0,05
A. perucho grano 50 0,30 0,20
C. albicans A. perucho hoja 50 0,11 0,09
Sangorache 50 0,22 0,11
grano 50 0,23 0,18
Sangorache hoja 50 0,04 0,02

Sangorache

panoja

A. alegria grano 50 0,18 0,10
A. alegria hoja 50 0,03 0,03
A. perucho grano 38 0,22 0,18
S. servisae A. perucho hoja 38 0,10 0,06
Sangorache 38 0,13 0,12
grano 50 0,22 0,20
Sangorache hoja 38 0,09 0,08

Sangorache

panoja

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia
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GRAFICO N° 4.12. MIC de extractos etandlicos totales de dos
variedades de amaranto y una variedad de sangorache aplicados a

cepas fangicas
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Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

4.1.1.10. Extractos de los Flavonoides

4.1.1.10.1. Antibiograma Método Bauer-Kirby

En los flavonoides se probaron volumenes de 20 y 50 uL de cada extracto
sobre las cepas fungicas, destacdndose por su halo de inhibicién la variedad
de Amaranto Alegria Grano sobre cepas de C. albicans con un halo de
inhibicion de 8mm de diametro. Amaranto Perucho Grano sobre cepas de
C.albicans con un halo de inhibicion de 8mm de didmetro, Sangorache
Grano sobre cepas de C.albicans con un halo de inhibicién de 11mm de
didmetro, Para las cepas de S. cerevisiae no se observa actividad

antifungica.
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CUADRO N° 4.22. Actividad antifungica de extractos  de los flavonoides

de dos variedades de amaranto y una variedad de Sa  ngorache

FLAVONOIDES

Hongos Amaranto Amaranto Sangorache Sangorache Sangorache

Alegria Perucho  Grano (mm) Hoja (mm) Panoja
Grano Grano (mm)
(mm) (mm)
C. 8 (R) 8 (R) 11 (R) 7(R) 7 (R)
albicans
S. 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
cervisiae

R: Resistente, seguin comparacion con la tabla referida al antibiético
estreptomicina

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

GRAFICO N° 4.13. Promedios del diametro de halos de inhibicién de lo )
flavonoides aplicados sobre cepas de C. albicans
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A. Alegria Grano A. Perucho Sangorache Sangorache Sangorache
Grano Grano Hoja Panoja
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Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia
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FOTOGRAFIA N° 4.10. Antibiograma C. albicans Flavonoides

A. Alegria Grano; B: A. Perucho Grano; C:. Sangorache Grano
D. Sangorache Hoja E. Sangorache Panoja

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

4.1.1.10.2. Concentracion Minima Inhibitoria de los  Flavonoides
Para la concentracion minima inhibitoria de los flavonoides se aplico
diferentes porcentajes de cada extracto (50-38-25-13%), donde no presenta

actividad antifangica para ninguna cepa fungica en estudio.

CUADRO N° 4.23. Concentracion minima inhibitoria de  los flavonoides
de dos variedades de amaranto y una variedad de San  gorache

aplicados sobre cepas bacterianas

EXTRACTO LIPIDICO

Microorganismo Variedad Concentracion 1lra 2da
VIV Lectura Lectura
oD oD
C. albicans - - 0 0
S. servisae - - 0 0

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia
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4.1.1.11. Controles Positivos Farmaceuticos Utiliza  dos en el Ensayo

Todos los ensayos realizados en esta investigacion fueron comparados con
controles. Se aplic6 controles de crecimiento para demostrar que las
condiciones de cultivo fueron aptas, obteniéndose crecimiento positivo en
todos los ensayos. Se utilizé estreptomicina para cepas bacterianas y
fluconazol para cepas fangicas para evidenciar actividad antimicrobiana en
los ensayos y comparar los diametros del halo de inhibicibn con estas
sustancias. Ademas se incluyé en la comparacién de extractos obtenidos a
partir de la planta medicinal Eucalipto como forma natural de actividad
antimicrobiana. Y como control negativo de actividad antimicrobiana se

empled solventes utilizados en las extracciones de metabolitos secundarios.

4.1.1.12. Antibiograma de los Controles Positivos F  armaceuticos

El ensayo de antibiograma fue comparado con controles positivos utilizando
discos de estreptomicina en las concentraciones de 10 y 300 ug para cada
cepa bacteriana, resultados que se considerarlos sensibles segun la norma
M02-A10 CLSI. Para cepas micéticas se utilizé discos con fluconazol en la
concentracion de 150 mg, que presentaron actividad sobre cepas de C.
albicans y S. cerevisiae, resultados que se categoriz6 como intermedios

segun la norma mencionada.

Por otro lado, se utilizd extractos etandlicos puros, obtenidos a partir de la
planta medicinal Eucalipto, sobre los microorganismos; el cual presento
datos muy curiosos, actuando sobre todos los microorganismos y obteniendo
didmetros de halos de inhibiciones consideradas sensibles e intermedias;
estos datos se detallan en el cuadro N° 25
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FOTOGRAFIA N° 4.11. Antibiograma Controles positivos

farmacolégicos de actividad antimicrobiana

S. aureus A 10ug y B 300 ug de estreptomicina ; E. coli C 10ug y D 300
ug de estreptomicina ;K. pneumoniae E 10ug y F 300 ug de estreptomicina ;
M. flavus G 10ug y H 300 ug de estreptomicina ; C. albicans | 20 uL y J 50
uL de fluconazol 150mg) Saccharomyces K 10 uL y L 50 uL de fluconazol
150mg
Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia
FOTOGRAFIA N° 4.12. Antibiograma Control comparativo “Eucalipto”

frente a cepas ATCC

S. aureus (A-B) ; E. coli (C-D) ; K. pneumoniae (E-F) ; M. flavus (G-H) ; C.
albicans (I.J) y Saccharomyces (K.L)

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

74



FOTOGRAFIA N° 4.13. Controles de crecimiento microbiano

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

4.1.1.12.1. Concentracién Minima Inhibitoria de los Controles Positivos

Al aplicar diluciones continuas se obtuvo concentraciones de 150-100-80-40-
20-10-5 y 3 ug/uL del control positivo estreptomicina estas concentraciones
al ser distribuidas sobre los microorganismos, se presencio la concentracion

minima inhibitoria del farmaco sobre cepas ATCC (Ver cuadro N°. 26).
Por otro lado el control natural de eucalipto actud a la concentracion del 10%

del extracto etanolico, destacandose los granos y las hojas frente a las
cepas microbianas utilizadas, excepto en la cepa de S. cerevisiae.
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CUADRO NF° 4.25. Concentracién minima inhibitoria de controles

positivos farmacéuticos

Microorganismos O.D Blanco Resultado O.D Blanco Resultado

#1 #2

S. aureus 0,08 0,04 0,04 0,83 0,04 0,79
E. coli 0,05 0,04 0,01 0,05 0,04 0,01

K. pneumoniae 0,05 0,04 0,01 0,05 0,04 0,01
M. flavus 0,05 0,04 0,01 0,05 0,04 0,01

C. albicans 0,06 0,04 0,02 0,06 0,04 0,02
S. cerevisiae 0,05 0,04 0,01 0,05 0,04 0,01

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

GRAFICO N° 4.14. MIC de controles positivos farmacéuticos
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Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia

CUADRO N° 4.26. Concentracion minima inhibitoria de  Eucalipto

Microorganismos O.D Blanco Resultado O.D Blanco Resultado

#1 #2

S. aureus 0,16 0,04 0,12 0,28 0,04 0,24
E. coli 0,16 0,04 0,12 0,28 0,04 0,24

K. pneumoniae 0,15 0,04 0,11 0,29 0,04 0,25
M. flavus 0,17 0,04 0,13 0,27 0,04 0,23

C. albicans 0,15 0,04 0,11 0,25 0,04 0,21
S. cerevisiae 0,22 0,04 0,18 022 0,04 0,18

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia
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GRAFICO N°4.15. MIC DEL EUCALIPTO
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Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia
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4.1.1.13 Comprobacion de la Hipotesis

4.1.1.13.1. Hi

Los extractos etandlicos, lipidicos y flavonoides obtenidas de dos especies
de las plantas del género Amaranthus presentan accion inhibitoria sobre el

crecimiento de cepas bacterianas y micéticas de interés clinico.

4.1.1.13.2. Ho

La hipétesis planteada en la investigacion “Evaluacion In Vitro de la Actividad
Antibacteriana y Antimicotica de los Extractos de Dos Especies de Plantas
del Género Amaranthus Aplicado Sobre Cepas de Interés Clinico en el
Periodo Diciembre de 2013 — Mayo de 2014” no se comprobo por lo tanto la
hipétesis es nula.
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CUADRO NF° 4.28. Resumen de los Resultados

pr————

Extractos Cepas de Variedad de las antibiograma MIC concentracion Antibiograma MIC concentracion
interés clinico plantas de (mm) porcentual (V/V) porcentual (V/V)

Amaranthus (mm)

Sangorache Panoja

A. Perucho Grano
Sangorache Grano
Sangorache Panoja
Sangorache Hoja

A. Alegria Grano
A. Perucho Hoja

Sangorache Hoja

Sangorache Hoja
A. Alegria Grano
Sangorache Grano

Sangorache Panoja

A. Alegria Grano

Fuente: Laboratorio de Investigacion de la UNACH Elaborado por Diana Garcia
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4.1.1.13.3. Interpretacién de los Resultados

Los resultados de esta investigacion permiten determinar que los extractos
lipidicos, etandlicos y flavonoides empleados para determinar la actividad
antibacteriana y antifingica, presentaron halos de inhibicion con didmetros
relativamente pequefios, categorizandolos como resistentes. Ningun extracto
mostro sensibilidad tomando en cuenta la norma M02-A10 descrita por la
CLSI. Por lo tanto la comprobacion de la hipétesis su resultado fue nulo.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

v' La obtenciébn de extractos lipidicos, etandlicos y flavonoides de
amaranto y Sangorache, permitié obtener metabolitos secundarios en
las dos variedades de amaranto y una variedad de Sangorache en
estudio. Se concluye que los extractos que presentan mayor
efectividad sobre cepas bacterianas de interés clinico son: la variedad
Sangorache Hoja y Panoja para extractos lipidicos sobre la cepa
bacteriana S. aureus y para los extractos etandlicos todas las
variedades excepto la variedad amaranto alegria hoja sobre la cepa
bacteriana S. aureus.

v' Los extractos lipidicos, etandlicos y flavonoides mostraron la minima
concentracion con mayor efectividad al 50% sobre cepas bacterianas.

v' Los extractos que presentan mayor efectividad sobre cepas fangicas
de interés clinico son las variedades Sangorache hoja y panoja para
los extractos lipidicos sobre la cepa fungica C. albicans, para los
extractos etandlicos todas las variedades excepto la variedad
amaranto alegria hoja sobre la cepa fungica C. albicans y para los
flavonoides las variedades de amaranto alegria grano, amaranto
perucho grano y Sangorache grano sobre la cepa flngica C. albicans.

v Los extractos lipidicos, etandlicos y flavonoides mostraron la minima
concentracion con mayor efectividad al 50% sobre cepas flngicas.

v' Los resultados de esta investigacion permiten concluir que los
extractos lipidicos, etandlicos y flavonoides empleados para
determinar la actividad antibacteriana y antifingica, presentaron halos
de inhibicion con diametros relativamente pequefos, categorizandolos
como resistentes. Ningun extracto mostro sensibilidad tomando en

cuenta la norma M02-A10 descrita por la CLSI.
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5.2. RECOMENDACIONES

v

Realizar estudios in vivo con el proposito de determinar la estabilidad del
extracto obtenido frente a agentes fisicos y quimicos que puedan inferir
en la actividad antibacteriana y antifangica descrita en el presente
estudio.

Probar la actividad antibacteriana y antifangica sobre otro tipo de
microorganismos patdgenos.

Los extractos obtenidos mediante sus metabolitos secundarios puede
gue contribuyan al descubrimiento de antimicrobianos de origen natural
los cuales pueden ser utilizados en algunas enfermedades patégenas.

Se recomienda aislar y ampliar los estudios de los principios activos de
cada extracto obtenido para analizar detalladamente la actividad

antimicrobiana de cada uno.

82



BIBLIOGRAFIA

1. http://www.scielo.org.co/pdf/rudca/vli3n2/vi3n2al4.pdf

2. http://lwww.apicoladelalba.cl/actividad-antimicrobiana-de-plantas-
scil.

3. RESISTENCIA BACTERIANA. Jazmin, Santana Mera Lorena.
http://dspace.espoch.edu.ec/bitstream/123456789/193/1/94T0006
3.pdf. ESPOCH

4. http://lwww.revistas.unal.edu.co/index.php/biotecnologia/article/vie
w/32883/38362

5. Organizacion Panamericana de la Salud (1998). Situacién de la
medicina Tradicional en América. Bol.Org. Panam. Salud.

6. (Chiriboga, X. (2008). Uso de las plantas a la Fitofarmacologia,
bajado del sitio web:
http://www.senacyt.gov.ec/files/ximena_chiriboga_uso_de_las_pl
antas.ppt.

7. Naranjo, P., Escaleras, R. (1995). La medicina Tradicional en el
Ecuador. pp. 60-61. Quito-Ecuador).

8. http://lwww.apicoladelalba.cl/actividad-antimicrobiana-de-plantas-
sci/

9. http://bvs.sld.cu/revistas/far/vol39 2 05/far12205.htm

10. http://es.wikipedia.org/wiki/Amaranthus

11.http://es.scribd.com/doc/102839669/POLIGRAFIADO-ANDINOS-
[I-RECOPILACION-2012-copia

12. http://www.peruecologico.com.pe/flo_kiwichaamaranthuscaudatu
s _1.htm

13. http://www.inkanatural.com/es/arti.asp?ref=amaranto

14.http://es.scribd.com/doc/22187467/Botanica-Kiwicha-
Presentacion

15. revistaecos.net/ojs/index.php/EUJS/article/download/47/18

16. http://www.mailxmail.com/curso-kiwicha-amaranthus-
caudatus/kiwicha-valor-nutritivo-composicion-quimica

17.www.botanical-online.com/amaranto.htm

18. http://es.wikipedia.org/wiki/Amaranthus_hybridus

83



19. http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/amaranthaceae/am
aranthus-hybridus/fichas/ficha.htm

20. http://dspace.ucuenca.edu.ec/bitstream/123456789/2422/1/tq101
3.pdf

21. http://lwww.lineaysalud.com/ique-es/413--los-flavonoides.html

22. http://www.dfarmacia.com/farma/ctl_servilet? f=37&id=13028951

23.http://lwww.ehu.es/biomoleculas/hc/sugar33c4.htm

24. http://lwww.medicina.uanl.mx/hu/procedimientos/antibiograma-
por-el-metodo-de-difusion-en-agar-bauer-kirby/

25.http:/les.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9todo_Kirby-Bauer

26. http://lwww.microinmuno.gb.fcen.uba.ar/SeminarioAntibioticos.htm

27.http:/les.wikipedia.org/wiki/Concentraci%C3%B3n_inhibitoria_m%
C3%ADnima

28. http://suite101.net/article/bacteria-staphylococcus-aureus-
sintomas-contagio-y-tratamiento-a43652

29. http://staphylococcus-aureus.blogspot.com/

30. http://www.geosalud.com/enfermedades_infecciosas/ecoli.html

31.http://bacteriiologiia.blogspot.com/2011/04/klebsiella-
caracteristicas-inmoviles.html

32.http:/les.wikipedia.org/wiki/Klebsiella_pneumoniae

33. http://en.wikipedia.org/wiki/Micrococcus

34. http://candidalbicans.blogspot.com/

35. http://www.dmedicina.com/enfermedades/dermatologicas/candidi
asis

36. http://es.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces

37.https://groups.google.com/forum/#!topic/tu-club-de-los-
60/0KxuHIJMBLg

38.GARCIA, D. E. 2004. Los metabolitos secundarios de las
especies vegetales. Pastos y Forrajes 27: 1-12.

39.DOMINGO, D. y LOPEZ-BREA, M. 2003. Plantas con accion
antimicrobiana

40.ARANGO, G. J. 2010. Introduccion al metabolismo secundario
compuestos derivados del &cido shikimico Universidad de
Antioquia. Facultad de quimica farmacéutica. Medellin. 42p.

84



41.LIZCANO, A. J. y VERGARA, J. L. 2008. Evaluaciéon de la
actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos y/o aceites
esenciales de las especies vegetales Valeriana pilosa,
Hesperomeles ferruginea, Myrcianthes rhopaloides y Passiflora
manicata frente a microorganismos patégenos y fitopatogenos.

42.http:/lec.europa.eu/health/scientific_committees/opinions_layman/
triclosan/es/glosario/pgrs/resistencia-bacteriana.htm

43.SULCA, T. 2010. Determinacion de la actividad antimicrobiana de
los extractos de Acmella repens (Botoncillo), Urtica dioca (Ortiga
negra) y Sonchus oleraceus (Kana yuyo), Plantas registradas en
la parroquia La esperanza- Imbabura, sobre Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans

44.GUIZA, D.P. y RINCON, L.M. 2007. Estudio del efecto
antimicrobiano del aceite esencial de Minthostachys mollis
combinado con Inactivacion térmica sobre cepas de Listeria

monocytogenes y Basillus Cerus.

85



ANEXOS

Tabla N° 1 Evaluacion de la actividad antibacteriana y antifangica de los
extractos lipidicos - Amaranto Alegria Grano, aplicados a cepas ATCC de
interés clinico.
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Tabla N° 2 Evaluacion de la actividad antibacteriana y antifi  ngica de los

extractos lipidicos - Amaranto Perucho Grano, aplic  ados a cepas ATCC

de interés clinico.
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Tabla N° 3 Evaluacion de la actividad antibacteriana y antifin  gica de los

extractos lipidicos - Sangorache Grano, aplicados a cepas ATCC de

interés clinico.
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Tabla N° 4 Evaluacion de la actividad antibacteriana y antifin ~ gica de los

extractos lipidicos — Sangorache Hoja, aplicados a cepas ATCC de

interés clinico.
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Tabla N° 5 Evaluacion de la actividad antibacteriana y antifin ~ gica de los

extractos lipidicos — Sangorache Panoja, aplicados a cepas ATCC de

interés clinico.
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Tabla N° 6 Evaluacion de la actividad antibacteriana y antifin ~ gica de los
controles positivos farmaceéuticos, aplicados a cepa s ATCC de interés

clinico.

o
i
-

A: 10 pg B: 300 ug de Estreptomicina ; A: 10 mg B: 150 mg de

Fluconazol
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Tabla N° 7 Evaluacion de la actividad antibacteriana y antifin  gica de los
extractos etandlicos - Amaranto Alegria Grano, apli cados a cepas

ATCC de interés clinico.
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Tabla N° 8Evaluacion de la actividad antibacteriana y antifin  gica de los

extractos etandlicos - Amaranto Alegria Hoja, aplic  ados a cepas ATCC

de interés clinico.
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Tabla N° 9 Evaluacion de la actividad antibacteriana y antifin  gica de los
extractos etandlicos — Amaranto Perucho Grano, apli  cados a cepas

ATCC de interés clinico.
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Tabla N° 10 Evaluacién de la actividad antibacteriana y antifin  gica de

los extractos etandlicos — Amaranto Perucho Hoja, a  plicados a cepas

ATCC de interés clinico.
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Tabla N° 11 Evaluacién de la actividad antibacteriana y antifin  gica de
los extractos etandlicos - Sangorache Grano, aplica  dos a cepas ATCC

de interés clinico.

96



Tabla N° 12 Evaluacién de la actividad antibacteriana y antifin  gica de
los extractos etandlicos — Sangorache Hoja , aplica  dos a cepas ATCC

de interés clinico.
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Tabla N° 13 Evaluacién de la actividad antibacteriana y antifin  gica de

los extractos etandlicos — Sangorache Panoja, aplic  ados a cepas ATCC

de interés clinico.
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Tabla N° 14 Evaluacién de la actividad antibacteriana y antifin  gica de

los controles positivos farmaceéuticos, aplicados a cepas ATCC de
interés clinico.

CONTROL MICROORGANISMO MEDIO HALO DE
POSITIVO DE INHIBICION

CULTIVO (mm)

A: 10 pg B: 300 ug de Estreptomicina ; A: 10 ug B: 150 mg de
Fluconazol
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Tabla N° 15 Evaluacién de la actividad antibacteriana y antifin  gica de

los flavonoides - Amaranto Alegria Grano, aplicados a cepas ATCC de

interés clinico.

100



Tabla N° 16 Evaluacién de la actividad antibacteriana y antifin  gica de

los flavonoides — Amaranto Perucho Grano, aplicados a cepas ATCC de

interés clinico.
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Tabla N° 17 Evaluacién de la actividad antibacteriana y antifin  gica de

los flavonoides- Sangorache Grano, aplicados a cepa s ATCC de interés

clinico.
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Tabla N° 18 Evaluacién de la actividad antibacteriana y antifun  gica de

los flavonoides — Sangorache Hoja, aplicados a cepa s ATCC de interés

clinico.
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Tabla N° 19 Evaluacién de la actividad antibacteriana y antifi  ngica de

los flavonoides — Sangorache Panoja, aplicados a ce pas ATCC de

interés clinico.
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Tabla N° 20 Evaluacién de la actividad antibacteriana y antifan gica de
los controles positivos farmacéuticos - Amaranto Al egria Grano,

aplicados a cepas ATCC de interés clinico.

MEDIO
CONTROL HALO DE
MICROORGANISMO DE )
POSITIVO INHIBICION
CULTIVO
Mueller A 19 mm
S. aureus
ESTREPTOMICINA Hinton B 28 mm
Mueller A 24 mm
E. coli _
Hinton B 32 mm
; Mueller A 21 mm
K. pneumoniae :
Hinton B 30 mm
A 27 mm
Mueller
M. flavus :
Hinton B 35 mm
A 21 mm
C. albicans Saboruond
B 24 mm
FLUCONAZOL
A 25 mm
Sacharomyces Saboruond
B 28 mm

A: 10 ug B: 300 ug de Estreptomicina ; A: 10 mg B: 150 mg de Fluconazol
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Tabla N° 21 Evaluacion de la actividad antibacteriana y

antifin  gica de

los controles positivos Eucalipto, aplicados a cepa s ATCC de interés

clinico.

MEDIO
DE
CULTIVO

CONTROL
POSITIVO

MICROORGANISMO

HALO DE
INHIBICION

(mm)

A: Extracto Etandlico ; B: Extracto Etéreo
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