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RESUMEN EJECUTIVO
Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) provocan sintomas como:
diarrea, vomitos y dolores estomacales; su tratamiento es el uso de antibidticos como:
cefalosporinas, penicilina y aminoglucésidos. Debido al mal uso de estos, se ha
presentado resistencia a bacterias como: E. coli, L. monocytogenes, S. aureus, entre
otras. En la presente investigacion la bacteria utilizada, fue S. aureus y Staphylococcus
Coagulasa Negativa (SCN), obtenidas en quesos de mercados de la Ciudad de Ambato,
donde se busco una alternativa frente al uso de antibidticos mediante ensayos

antimicrobianos y su relacion con la actividad antioxidante.

Para esto se llevo a cabo la obtencion de un extracto de la planta Sunfo (C. nubigenum)
donde sus principales componentes son polifenoles como: flavonoides y &cidos
fenolicos. Mediante el método Soxhlet, se obtuvo metabolitos secundarios junto al
disolvente etanol. La identificacion de la bacteria se realiz6 en Agar Manitol Salado,
una coloracidon amarilla indic6 la presencia de S. aureus y una coloracién roja indicéd
la presencia de SCN. Para la prueba antimicrobiana se utilizo la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y Bactericida (CMB) junto con el indicador resazurina, observando
un cambio de coloracion; para la actividad antioxidante se realizd un ensayo

colorimétrico con 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

Finalmente, se determind que el extracto de C. nubigenum presentd propiedades
antimicrobianas, por la inhibicidon de las especies S. aureus y SCN, verificando el
cambio de coloracion con la prueba de CMI y CMB. Asi mismo, el extracto evaluado
presentd propiedades antioxidantes mediante la lectura de absorbancias entre el DPPH

y el extracto.

Palabras clave: Biotecnologia vegetal, actividad antimicrobiana, actividad

antioxidante, plantas medicinales, extractos vegetales, sunfo, Staphylococcus, ETAS.
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ABSTRACT

Foodsborne illnesses cause symptoms such as: diarrehea, vomiting and stomach pains; the
treatment is the use of antibiotics such as: cephalosporins, penicillin and aminoglycosides.
Due to the bad use, resistance has occurred to bacteria such as: E. coli, L. monocytogenes,
S. aureus, among others. In the present investigation, the bacteria used was S. aureus and
Coagulase Negative Staphylococcus (CoNS), obtained in cheeses from markets in the City
of Ambato, where searched for an alternative to the use of antibiotics through

antimicrobial tests and its relationship with the antioxidant activity.

For this purpose, an extract of the Sunfo (C. nubigenum) was obtained, where its main
components are polyphenols such as: flavonoids and phenolic acids. Through the Soxhlet
method, secondary metabolites were obtained together with the solvent ethanol. The
identification of the bacteria was realized on Salted Mannitol Agar, a yellow colour
indicated the presence of S. aureus and a red colour indicated the presence of CoNS. For
the antimicrobial test, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Bactericidal
Concentration (MBC) were used together with the resazurin indicator, observing a change
in coloration; for antioxidant activity, a colorimetric assay was realized with 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH).

Finally, it was determined that the C. nubigenum extract presented antimicrobial
properties, due to the inhibition of the S. aureus and CoNS species, verifying the colour
change with the MIC and MBC test. Likewise, the evaluated extract presented

antioxidant properties by reading absorbances between DPPH and the extract.

Keywords: Plant biotechnology, antimicrobial activity, antioxidant activity, medicinal

plants, plant extracts, sunfo, Staphylococcus, ETAS.
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CAPITULO L.- MARCO TEORICO

1.1Antecedentes investigativos

1.1.1. Justificacion

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) se encuentran directamente ligadas
a la ingesta de alimentos con contaminantes fisicos, quimicos y biologicos, destacando a
los microorganismos como: virus, bacterias y hongos (Fernandez et al., 2021). Afecta en
un gran porcentaje a las personas que cuentan con el habito de consumir alimentos sin
etiquetas, con un bajo nivel de almacenamiento o con una deficiente practica de inocuidad
alimentaria (Benitez et al., 2019). Ademas, tiene una alta incidencia en la mortalidad y
morbilidad de las personas, afectando a grupos sociales con ingresos bajos o a los paises

en vias de desarrollo (Ponce et al., 2019).

En el Ecuador se ha registrado hasta el afio 2020 un nimero de 5890 personas con
intoxicaciones alimentarias bacterianas, lo que indica un gran problema con relacion a la
salud de las personas (MSP, 2023). La bacteria Staphylococcus aureus es una de las
especies que ocasionan intoxicaciones alimentarias en los seres humanos debido a la
produccién de enterotoxinas (Grispoldi et al., 2021). Por lo cual, una de las principales
problematicas de esta bacteria es su relacion directa con las enfermedades transmitidas
por alimentos (ETAS), donde, se destaca el consumo de los productos lacteos y sus

derivados como el queso fresco (Gajewska et al., 2022).

La ingesta de productos lacteos o carnicos contaminados, pueden terminar en la
produccion de enterotoxinas estafilocdcicas o en la toxina del sindrome del shock toxico-
1 (TSST-1) (Gaschignard et al., 2020). Cabe destacar que S. aureus fue una de las
primeras bacterias en presentar resistencia a los antibidticos como es el caso de la
penicilina (Galarza Galarza & Yarzabal Rodriguez, 2021). Asi mismo, puede existir la

presencia de S. aureus resistente a la meticilina (SARM) en alimentos para consumir y



que puede estar asociada al mal uso de antibidticos, destacando un mal manejo de las

practicas sanitarias (Espinoza et al., 2019).

1.1.2. Plantas medicinales

En el Ecuador se encuentra una gran cantidad de plantas medicinales que son utilizadas
para el tratamiento de enfermedades comunes, especialmente por las distintas etnias que
mantienen estas practicas de una forma tradicional (Armijos et al., 2021). El tratamiento
con las plantas medicinales se prepara en su mayoria mediante infusiones para un mejor
consumo de los compuestos activos, donde destacan: flavonoides y compuestos fendlicos,

para el tratamiento de migrafas, colicos o como antiparasitario (Guevara et al., 2019).

En la estructura de la plantas se encuentran presentes mas de 100 compuestos quimicos
como: monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos. Destacando la presencia de
hidrocarburos terpénicos como el terpeno, el cual es un metabolito secundario que brinda
aroma y sabor a las plantas (Blanco et al., 2020). La importancia del uso de metabolitos
secundarios es su aplicacion en la industria farmacéutica por su enfoque en propiedades

antioxidantes y antiinflamatorias (Egamberdieva et al., 2021).

1.1.3. Sunfo (Clinopodium nubigenum)

1.1.1.4. Habitat y descripcion

Este tipo de planta aromatica es representativa de paises como Perti, Colombia y Ecuador,
encontrandose principalmente en los paramos de la provincia de Pichincha. Su altura
alcanza un tamafio maximo de 15 cm y sus ramificaciones se forman de manera vertical,
en su estructura sus hojas tienen una forma ovalada, de coloracion verde, presentan flores
de coloracion morada o blanca como se lo observa en la Figura 1 (Mittal et al., 2019).
Pertenece a la familia Lamiaceae, que es conocida por contar con especies aromaticas y

medicinales, destacando al orégano (Origanum), toronjil (Melissa officinalis) o Satureja



spp., que son las mdas estudiadas a diferencia de C. nubigenum, debido a su poco

conocimiento y su falta de produccion en la industria (Valerio et al., 2021).

Figura 1.
Sunfo (Clinopodium Nubigenum)

1.1.3.2. Clasificacion taxonomica

Tabla 1. Taxonomia de la especie Clinopodium nubigenum

Reino Plantae

Clase Equisetopsida C. Agardh
Subclase Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden Asteranae Tahkt.

Orden Lamiales Bromhead

Familia Lamiaceae Martinov

Género Clinopodium L.

Especie C. nubigenum

Nombre Comun Sunfo, Sunfillo

Nota: La tabla muestra la clasificacion taxondémica de la especie C. nubigenum.

Fuente: (Coral, 2018).



1.1.3.3. Usos

Es una planta endémica que se ha utilizado desde la antigiiedad para tratar dolores
estomacales y dolores musculares (Armijos et al., 2022). De la misma forma, se utiliza
C. nubigenum para el tratamiento del resfriado y como antiinflamatorio (Ruiz et al.,
2010). En provincias como Tungurahua, Pichincha o Cafiar, se ha evidenciado su uso de
manera reconstituyente y tonica para las personas que escalan los paramos; ademas, las
hojas se las utiliza para la preparacion de infusiones como uso alimentario (de la Torre et

al., 2008).

1.1.3.4. Composicion quimica

Esta planta cuenta con una composicion quimica que tiene funciones terapéuticas en los
seres humanos, tales como: psicotrdpicas y sedantes, ya que en su estructura cuentan con
componentes como: taninos, esteroides, flavonoides y triterpenos (Fierascu et al., 2020).
En la estructura de las plantas de la familia Lamiaceae se encuentra presente una gran
cantidad de metabolitos secundarios como: compuestos fendlicos, antocianinas y taninos;
por lo cual, su actividad antioxidante consiste principalmente en el atrapamiento de los
radicales libres, igualmente con efectos antidiabéticos y antibacterianos (Henriques et al.,

2021).

El estudio realizado por (Guerra, 2016), indico los principales componentes en el aceite
esencial de C. nubigenum, donde los que en mayor porcentaje se presentaron fueron:
carvacrol en un 20,66 £+ 1,73 %, carvacrol acetato en un 42,17 + 1,21 %, timol en un 5,54
+ 0,42 % y pulegona 6,3 + 0,06 %, los cuales son compuestos fendlicos que presentan

propiedades antimicrobianas y antioxidantes.



1.1.4. Métodos de extraccion

1.1.4.1. Extraccion Soxhlet

La extraccion por Soxhlet consiste en la obtencion de metabolitos secundarios, donde se
utilizan diferentes tipos de solventes como: etanol, metanol, hexano, éter de petroleo, entre
otros (F. Vasquez & Fernandez, 2020). El fundamento de esta técnica se basa en la
separacion de compuestos bioactivos, que generalmente se encuentran en las plantas,
donde se va a obtener un recuperado del contacto entre el disolvente y la muestra vegetal,
y los compuestos solubles obtenidos pasan un proceso de evaporaciéon y condensacion

(Alara et al., 2018).

Ademas, es importante considerar que es uno de los métodos mas recomendables para la
obtencion de compuestos fendlicos por la alta recuperacion en su extracto, la simplicidad
del proceso y la disponibilidad del disolvente, destacando un mayor uso del etanol en
comparacion con disolventes como el metanol y el hexano, que se encuentran
estrictamente controlados (Sridhar et al., 2021). Una de sus desventajas es el alargado
tiempo de su proceso, que pueden ir de 4 a 18 horas; asi mismo, la gran cantidad de
muestra a utilizar, alrededor de 10 a 30 g y la pérdida de la energia térmica (Sen et al.,

2019).

Figura 2.

Modelo sistematico de extraccion por Soxhlet

Nota: Se encuentran los principales componentes del equipo Soxhlet, destacando el

condensador, el balon aforado y el sifon.



Fuente: (Shahid et al., 2015).

1.1.4.2. Extraccion por maceracion

El método de maceracion consiste en la obtencion de los metabolitos secundarios a partir
de una interaccion so6lido-liquido, donde se coloca una muestra vegetal en forma de polvo
junto a un disolvente (Thakur & Kumar, 2021). Los disolventes frecuentes por utilizar
son: hexano, etanol, metanol o acetona, los cuales permiten la obtencion de lipidos,
polifenoles o enzimas, mediante la degradacion de la estructura del material vegetal

(Coelho et al., 2019).

Adicionalmente al tiempo de reposo de muestra, se realiza una agitacion para que exista
homogeneidad en la mezcla, una vez terminado el tiempo del proceso se debe realizar una
eliminacion del disolvente, usualmente se utiliza un filtro para esta etapa (Farooq et al.,
2020). En cuanto a sus desventajas, se puede obtener un bajo rendimiento del extracto
obtenido por factores como el tiempo prolongado de exposicion al solvente, asi mismo, el
tipo de solvente puede inferir en los resultados por su tipo de polaridad (Rashid et al.,

2021).

1.1.5. Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS)

1.1.5.1. Contexto a nivel mundial

Los distintos alimentos contaminados por microorganismos o sustancias quimicas
provocan las enfermedades transmitidas por alimentos, las cuales tienen un impacto
directo a la salud de las personas (Diaz Ramirez & Hernandez Alvarez, 2018). La
presencia de microorganismos patdgenos como: bacterias, virus, hongos o parésitos,
siendo una de las principales causantes de diarreas en seres humanos a través del consumo

de alimentos contaminados (Maurya et al., 2021).



Esto puede ocurrir con mayor frecuencia en las personas de bajos recursos debido a la
calidad de los alimentos, agua contaminada, por el escaso conocimiento de la inocuidad
al momento de su preparacion (Cartin & Pascual, 2021). Se ha evidenciado igualmente
la presencia de microorganismos patdgenos en paises desarrollados, como lo es el caso
del brote epidémico causado por E. coli 0104 en Alemania, donde no se ha identificado
la fuente de infeccion, solamente se la relaciono con una contaminacion en brotes de soja,
afectando a 3.222 personas y causando la muerte en 39 de estas (Vila & Zboromyrska,

2012).

Los principales microorganismos que influyen en las enfermedades diarreicas son:
Listeria monocytogenes, Salmonella typhy, Campylobacter spp., Staphylococcus aureus 'y
Escherichia coli O157:H7, estas se multiplican en el tracto intestinal donde liberan sus
toxinas y causan una intoxicacion rapida, lo que produce un gran nimero en la mortalidad

segun reportes de Salud Publica (Guarin & Restrepo, 2020).

Las ETAS puede presentarse como una infeccion y como una intoxicacion, donde una
infeccion se caracteriza por el consumo de alimentos que presentan agentes infecciosos
como bacterias vivas, las cuales proliferan e invaden especialmente al intestino. Por otro
lado, una intoxicacién se debe al consumo de toxinas producidas por microorganismos,
que se adaptan al alimento en etapas como produccion, distribucion o preservacion, suele

ocurrir de manera accidental por un mal manejo de la inocuidad (Fernandez et al., 2021).

1.1.5.2. Enfermedades transmitidas por alimentos mas conocidas
Los diferentes microorganismos en los alimentos pueden encontrarse en varios ambitos,
como lo son: produccién, preservacion, distribucion, entre otros. En la Tabla 2, se

describe las principales enfermades de interés en el area de la salud.



Tabla 2. Distintas enfermedades transmitidas por alimentos

Enfermedad Organismo Fuente Sintoma
Responsable
Salmonelosis Salmonella - Animales Nauseas
enteritidis - Aves de coral Voémito
- Huevos Diarrea
- Seres humanos Fiebre
Vomitos
Campilobacteriosis Campylobacter ~ - Animales de Nauseas
jejuni compaiiia Fiebre
- Animales o Diarrea
personas Dolor
infectadas abdominal
- Agua
Listeriosis Listeria - Alimentos Fiebre baja
monocytogenes contaminados Meningitis y
- Animales o encefalitis
personas Malestar
infectadas
- Agua
Shigelosis Especie - Seres humanos Dolor
Shigella - Alimentos abdominal
contaminados Diarrea
Fiebre

Material fecal

con sangre



Intoxicacion
estafilococica por

alimentos

Escherichia coli:
intoxicacion e

infeccion

Staphylococcus

aureus

Escherichia

coli 0157:H7

- Animales
- Aves de coral
- Huevos

- Seres humanos

- Seres humanos
- Ganado
- Agua contaminada

(aguas residuales)

Dolor
abdominal
Diarrea
Fiebre
Natsea
Vomitos
Diarrea
Natseas
Vomito
Puede afectar al
pancreas y al
cerebro.

Escalofrios

Nota: Se presenta en la tabla las principales enfermedades transmitidas por alimentos

Fuente: (Marcillo et al., 2019), (Sadek et al., 2023), (Soto et al., 2016).

1.1.5.3. Contexto a nivel nacional

En el Ecuador los informes realizados por la Subsecretaria Nacional de Vigilancia de la

Salud Publica — Direccién Nacional de Vigilancia Epidemiologica, indica que la Gaceta

36 del ano 2023, se han identificado a las bacterias que provocan infecciones e

intoxicaciones en las personas, como se lo observa en la Tabla 3.

Tabla 3. Casos notificados de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) en el aiio

2023

Enfermedad

Descripcion

Casos notificados

a nivel nacional




Tifoidea Se debe principalmente al consumo de la 732
bacteria  Salmonella tiphy en alimentos
contaminados, teniendo mayor presencia en la
provincia del Guayas con 186 casos.

Salmonelosis ~ Una de las bacterias mas comunes al momento 974
de consumir alimentos contaminados con
Salmonella spp. La mayor presencia se
encuentra en la provincia del Guayas con 357
Casos.

Hepatitis A Esta enfermedad ocurre por el contagio del virus 287
de la hepatitis A, en personas que cuentan con
este virus y lo transmiten mediante heces o agua
contaminada. Su presencia mas elevada se da en
la provincia de Morona Santiago, con 52 casos.

Shigelosis Esta infeccion ocurre por el consumo de 163
Shigella spp., destacando uno de sus principales
sintomas, diarrea con sangrado. La provincia
con mayores casos fue Pichincha con 51.

Otras Son causadas por bacterias o virus que producen 6825

intoxicaciones toxinas y que ingresan mediante agua o

alimentarias alimentos, destacando a S. aureus, la provincia

bacterianas con mas casos fue Pichincha con 2605.

Nota: En la provincia del Guayas se presenta un mayor numero de personas contagiadas
de Tifoidea y Salmonelosis, destacando la baja inocuidad y control que ocurren en la

manipulacion de los alimentos.

Fuente: (MSP, 2023).
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1.1.6. Queso fresco

Se considera al queso como un alimento que se obtiene mediante coagulacion de la leche,
mediante la separacion de la cuajada del lactosuero; para que sea considerado un queso
fresco es necesario que, dentro del proceso de la cuajada, este no se encuentre madurado
(Mazorra & Moreno, 2019). Para su conservacion, es necesario mantenerlo bajo
refrigeracion por ser un producto perecible debido a su alto porcentaje de agua (Christaki

et al., 2021).

Existe una gran diferencia entre el manejo de quesos elaborados en una industria y en los
quesos elaborados en los mercados, ya que este ultimo comprende un proceso mas
artesanal, describiendo un nivel escaso en el manejo de control de calidad, especialmente
en las cadenas de frio y de transporte (Possas et al., 2021). La ingesta de este producto
ocasiona infecciones intestinales producidas principalmente por la bacteria S. aureus, las
cuales presentan resistencia a medicamentos de uso clinico como los antibioticos de la

meticilina, gentamicina, ciprofloxacina, entre otros (Nandhini et al., 2022).

1.1.7. Staphylococcus aureus
1.1.7.1. Descripcion general
Esta especie pertenece al Género Staphylococcus, con una caracteristica infeccion directa
hacia la piel, lo que produce lesiones cutaneas como ampollas y pus (Flores et al., 2021),
S. aureus es una bacteria grampositiva, con un tamaio entre los 0,8 y 1,5 um de didmetro;

ademas, puede aparecer en cadenas o su forma mas conocida en racimos de uvas.

Con respecto a su metabolismo es anaerobia facultativa, coagulasa positiva que genera
una reaccion del fibrindgeno a fibrina, catalasa por su reaccion al aplicar peroxido de
hidroégeno y oxidasa negativa, por lo que cuenta con una facil supervivencia a diferentes

condiciones ambientales (Hurtado et al., 2002).
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Esta bacteria es una de las principales causantes de intoxicaciones alimentarias como
infecciones en la piel, lo cual presenta un problema en la salud por su alta capacidad de
adaptacion, causando una interaccidn entre especies como humanos-animales. Donde, las
propiedades fisicoquimicas de alimentos como: humedad, coagulaciéon y maduracion,
pueden albergar una contaminacion bacteriana y asi permitir su transmision en alimentos

como: productos carnicos, leche y sus derivados, huevos, entre otros (Zendejas et al.,

2014).

Figura 3.
Morfologia de S. aureus

Nota: Cada coco aproximadamente mide 1 pm de diametro

Fuente: (Madigan et al., 2015).

1.1.7.2. Habitat y transmision

Esta bacteria puede encontrarse en el tracto respiratorio de las personas y en la piel, por
lo cual el principal hospedador son las personas y asi puede tener otro contacto directo
con los animales, llegando hasta su propagacion en el agua y en los alimentos. La principal
forma de transmision es mediante pinchazos o cortes con objetos contaminados (Flores

et al., 2021).

Una vez que se encuentran en los alimentos S. aureus produce enterotoxinas

estafilocdcicas causando la intoxicacion en las personas, la toxina (TSST-1) responsable
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de producir el sindrome del shock toxico y las toxinas exfoliativas que producen el

sindrome de la piel escaldada (Bukowski et al., 2010).

1.1.7.3. Resistencia a antibidticos

Este patdgeno cuenta con factores de virulencia como la proteina A, acido teicoico o
peptidoglicano que permite generar una resistencia frente a los antibidticos, creando
clones multirresistentes (Torres & Pacheco, 2021). La evolucion de esta bacteria se ha
efectuado desde hace muchos afios, donde la principal razon fue el uso discriminado de
antibidticos, donde el primer antibiotico utilizado fue la penicilina, una vez presentada
resistencia a este antibiotico se utilizd la meticilina, para el tratamiento de S. aureus que

son resistentes a la penicilina, debido a la presencia del gen mecA4 (Cervantes et al., 2014).

1.1.8. Métodos de estudio de la actividad antimicrobiana

1.1.8.1. Dilucion en caldo

Esta técnica se basa en la preparacion de diferentes concentraciones de un extracto vegetal
o de un antibidtico frente a diferentes patdogenos, se clasifica en : macrodilucion y
microdilucion, la primera utilizar un volumen aproximado de 2 mL y se la realiza en tubos
de ensayo, por otro lado, la microdilucion se utiliza un volumen maximo de 200 pL, un
detalle importante es utilizar una escala 0.5 McFarland del indculo bacteriano para
conocer la carga bacteriana a utilizar, se utiliza una incubacion aproximada de 24 horas y

se agrega un indicador de crecimiento llamado resazurina (Balouiri et al., 2016).
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Figura 4.

Placa de 96 pocillos para prueba de microdilucion en caldo

o~

Nota: Prueba de microdilucion en caldo, evaluando un extracto vegetal frente a B. subtilis.

Fuente: (Balouiri et al., 2016).

1.1.8.2. Difusion en disco de agar

Esta prueba se utiliza para determinar la susceptibilidad de los diferentes antimicrobianos,
especialmente los antibidticos, donde, se utiliza medios de cultivo especificos para una
mejor obtencion de resultados. En este método, se prepara una placa con el medio y se le
agrega el patdogeno a analizar, por consiguiente, se coloca un disco de papel filtro que
contenga al antibidtico a diferentes concentraciones, una vez realizada la incubacién se

observa el didmetro de inhibicion en el caso que exista (Balouiri et al., 2016).

Figura §.
Prueba de difusion en disco de agar

C

Nota: Se observa la inhibicion de Bacillus sp. frente a Candida albicans.

Fuente: (Balouiri et al., 2016).
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1.1.9. Método de estudio de la actividad antioxidante

1.1.9.1. Propiedades antioxidantes de plantas

Las plantas cuentan con metabolitos secundarios que evitan la neutralizacion de los
radicales libres, asi, evitando la oxidacion durante reacciones del metabolismo (Kotha et
al., 2022). La principal funcion de los antioxidantes es evitar el estrés oxidativo, lo que
deriva en la aparicion de enfermedades debido a la alteracion del funcionamiento de las
células, provocado por una alta produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) como

lo son perdxidos, radicales libres o iones de oxigeno (Mendonga et al., 2022).

1.1.9.2. Método por DPPH

El uso del ensayo colorimétrico del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)
permite la cuantificacion de compuestos bioactivos presentes especialmente en una
muestra vegetal, consiste en cuantificacion de compuestos bioactivos a través de la
transferencia de un electron de hidrégeno. Ademas, se puede medir la capacidad de
inhibicion mediante el uso de un espectrofotometros a una absorbancia especifica (Bibi et

al., 2020).

Figura 6.
Mecanismo de reaccion del uso de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

3 NO,
NOy ArO+ H :
Ar(U .
O,N N—N — » ON N=—N
o @ - @
De

cep purple Pale yellow
2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazine
(DPPH) (DPPH-H)

Deep purple Pale yellow

Nota: El cambio de coloracion morada hacia amarilla indica la presencia de compuestos
antioxidantes

Fuente: (Bibi et al., 2020).
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1.2. Objetivos
1.2.1. General
Determinar las propiedades antimicrobianas y antioxidantes de extractos de Sunfo

(Clinopodium nubigenum) frente a bacterias del género Staphylococcus.

1.2.2. Especificos

e Obtener el extracto de la planta Sunfo (Clinopodium nubigenum) mediante el
método de extraccion Soxhlet.

e Analizar la capacidad antimicrobiana de los extractos de la planta Sunfo
(Clinopodium nubigenum) frente a cepas de Staphylococcus por medio de la
Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Bactericida
(CMB).

e Evaluar la actividad antioxidante del extracto de la planta Sunfo (Clinopodium

nubigenum) mediante la técnica 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).
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CAPITULO IL.- METODOLOGIA

2.1. Materiales
En las Tablas 4,5 y 6 se describen los materiales utilizados en el tema de investigacion

(material, reactivos y equipos de laboratorio).

2.1.1. Material de laboratorio

Tabla 4. Materiales de laboratorio

Material Cantidad
Asa bacterioldgica 1

Asa de Drigalsky 2

Cajas Petri desechables 40

Caja de microtitulacion 8
Espétula 1

Frascos de vidrio oscuro 4

Frascos con tapa (1L) 4
Gradilla 1

Guantes 1 paquete
Lampara de alcohol 1

Matraz Erlenmeyer 1
Micropipeta 2

Pipeta volumétrica 2

Pinzas 1

Puntas estériles 2 paquetes
Tubos de ensayo 20

Tubos eppendorf 30

Vaso de precipitacion (500 mL) 2
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2.1.2. Reactivos

Tabla 5. Reactivos de laboratorio

2.1.3. Equipos

Reactivo Cantidad
Agua peptonada 200 g
Agua destilada 3 litros
Etanol 96% 2 litros
Gentamicina 10 mL
Medio Manitol Salado 200 g
Medio PCA 30g
Plasma de conejo liofilizado 1 vial (4mL)
Resazurina 0,02% 0,0159 g
Solucion madre DPPH 0,1 g
Solucion madre Trolox lg
Solucion salina (Marca Life) 500 mL
Tabla 6. Equipos de laboratorio
Equipo Cantidad
Autoclave 1
Balanza analitica 1
Cémara de flujo laminar 1
Espectrofotometro 1
Extractor Soxhlet 1
Incubadora 1
Refrigeradora 1
Rotavapor 1
Vortex 1
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2.2. Métodos
2.2.1. Extraccion mediante Soxhlet

2.2.1.1. Obtencion del material vegetal

Las plantas fueron compradas en el mercado Santa Clara, perteneciente al canton Quito,
provincia de Pichincha. Las partes de la planta a elegir fueron: tallos y hojas, con
caracteristicas de color verde y que no se encuentren ninguna impureza, como lo son:

manchas, hongos, entre otros.

2.2.1.2. Limpieza y secado del material vegetal

Para la limpieza del material vegetal de las hojas, se utilizé una solucién de hipoclorito de
sodio al 1 % en agua durante 10 a 15 minutos. Posteriormente, se enjuagd con agua
destilada. El secado de la muestra se realizd bajo sombra con una temperatura entre 21 y
30 °Cy se las almacen6 en bolsas de plastico (Zapata et al., 2022). Finalmente, se triturd

hasta obtener un polvo de la muestra vegetal.

2.2.1.3. Extraccion Soxhlet

Para la obtencion de los extractos se utilizé el equipo Soxhlet, donde se ingreso 20 g del
polvo del material vegetal en el tubo extractor; posteriormente, se colocé un volumen de
300 mL del disolvente etanol al 96 % dentro del balon de destilacién con 3 perlas de
ebullicion. Con una plancha de calentamiento se llegod a una temperatura de 73 °C para
iniciar el paso del agua hacia el condensador y se realiz6 un lavado de 5 y 10 ciclos, hasta
obtener un cambio de coloracion. Luego, se utilizé un rotavapor para la eliminacion del
etanol a una temperatura de 73 °C y se realiz6 un duplicado de la muestra. Por tltimo, su
almacenamiento se los guardo en frascos de vidrio ambar y se los llevo a la refrigeradora

con una temperatura entre 0 y 8 °C (Suresh et al., 2021).
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2.2.1.4. Calculo del rendimiento
El rendimiento del extracto fue determinado mediante la formula mencionada por

(Gonelimali et al., 2018), que se viene definida por:

Rendimiento (9 Peso del extracto después de la evaporacion del disolvente 100
_ *
endimiento (%) Peso seco del polvo vegetal antes de la extraccion

2.2.2. Analisis de la capacidad antimicrobiana

2.2.2.1. Obtencion de bacterias

Las cepas bacterianas se obtuvieron con la metodologia utilizada por (Apaza Paco et
al., 2018), con respecto a la siembra en 3M Petrifilm Staph Express (STX), donde se
observo colonias con una coloracion rojo-violeta correspondiente a la especie S. aureus

y azul-verde que corresponden a otras especies de Staphylococcus.

2.2.2.2. Siembra de colonias

Se realiz6 un estriado simple con un asa bacteriologica de las colonias rojo-violeta y azul-
verde en ambos lados de una placa con Agar Manitol Salado, siguiendo las indicaciones
de la casa comercial y se incubo6 durante 48 horas con una temperatura de 37 °C, colocando
las placas de manera invertida. Posteriormente, se identifico si las colonias tornaron un
cambio de coloracion para finalmente realizar una prueba de coagulasa en tubos de
ensayo, con ayuda de Plasma de conejo liofilizado para corroborar la presencia de la

especie S.aureus.

2.2.2.3. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

e Dilucion de los extractos
Se prepar6 una solucion madre Las concentraciones por utilizar seran de 10, 20, 40, 60,
80 y 100 pg/mL. En tubos eppendorf se agregd agua peptonada para la dilucion de la

muestra con un vortex a 30 revoluciones por minuto por 10 segundos. Se realizo una
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segunda y tercera secuencia de diluciones, tomando en cuenta los resultados para la

realizacion de CMLI.

e Preparacion del indculo
Se utilizé la escala de McFarland con una estandarizaciéon 0,5 (1,5 x 108 UFC/mL)

(Kowalska & Dudek, 2021).

e Preparacion de las placas de microdilucion
Para la evaluacion de microdilucion en caldo se utilizo la metodologia empleada por
(Balouiri et al., 2016), con ciertas modificaciones. En una placa de microtitulacion de
96 pocillos, se colocd 100 pL del in6culo y 100 pL de las diluciones de los extractos.
Se utilizé un control positivo utilizando gentamicina y ceftriaxona junto al inoculo, un
control negativo utilizando agua peptonada con el indculo; ademas, se realiz6 un control

colocando agua peptonada y otro colocando agua peptonada junto al extracto.

Posteriormente, se realizo un triplicado con las diferentes concentraciones con las dos
especies del género Staphylococcus (N. Vasquez et al., 2019). En cada pocillo se agregd
20 pL de resazurina al 0,02% y se incub6 durante 2 horas, a continuacion, se observo el
viraje colorimétrico para determinar la presencia o ausencia del crecimiento bacteriano.
Finalmente, se realizd diluciones con menor escala entre diferentes rangos de
concentracion por duplicado, donde se determino la ausencia del crecimiento bacteriano

en los pocillos para su consideracion en la CMI, como se encuentra en la Figura 7.
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Figura 7.

Preparacion de placa para prueba de microdilucion

Agua peptonada + Extracto
0 1" 12

Nota: Modelo de placa para microtitulacion realizada en el software Biorender

2.2.3.4. Concentracion Minima Bactericida (CMB)
Se sembré en medio PCA (Plate Count Agar), los pocillos que no mostraron viraje
colorimétrico para establecer la concentracion minima bactericida de las cepas de

Staphylococcus a las diferentes concentraciones de los extractos.

En cajas Petri se colocd el medio PCA, donde se homogeneizo el contenido de los
pocillos que no presentaron ningin cambio con una micropipeta y se coloc6 el inoéculo
en las cajas Petri, se realiz6 una siembra por diseminacion en superficie con el asa de
Drigalsky. Finalmente, se llevé a una incubadora a 37 °C y se observo la ausencia de

colonias a las 24 y 48 horas (Tazi & Bricaire, 2007).
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2.2.3. Evaluacion de la actividad antioxidante

Se prepar6 una soluciéon madre de DPPH (150 uM) con 0,0059 g en 100 mL de una
solucion metanol-agua 80:20 (v/v) y se agitd durante 40 minutos en presencia de la luz.
Posteriormente, se prepar6 la solucion madre de Trolox (500 uM) con la disolucion de
0,0125 g en 100 mL de la solucion metanol-agua a una proporcion 50:50 (v/v). Con
respecto, a la solucion madre se prepar6d concentraciones del reactivo a (50, 100, 200,
300, 400 y 500) uM para la elaboracion de la curva de calibracion (Moncayo et al.,
2021).

Para la medicion de la actividad antioxidante, se utilizo una placa de 96 pocillos donde
se ingresara 20 pL de las diluciones junto a 180 pL de la solucién de DPPH y se incubd
en un cuarto oscuro con un tiempo de 40 minutos; para el control, se usé la solucién de
DPPH junto con una solucién de metanol-agua; por otro lado, el blanco consté de 180
pnL de DPPH y 20 pL del Trolox. Finalmente, se midio la densidad optica a 517 nm con

la ayuda de un espectrofotometro.

2.2.3.1. Determinacion del porcentaje de inhibicion de DPPH
La determinacion del porcentaje de inhibicion se calculo con la ecuacion definida por

(Bobo et al., 2015):

% Inhibicién DPPH = [1 - (ﬁ)]*mo

Donde, A corresponde a la Absorbancia de la muestra, Ay corresponde a la absorbancia

del blanco y A, corresponde a la Absorbancia del control.
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2.2.4. Hipotesis
El efecto de la actividad antimicrobiana y antioxidante del extracto a partir de la

planta Sunfo (Clinopodium nubigenum) frente a bacterias patdogenas.
e Hipotesis nula

Los extractos de la planta Sunfo (Clinopodium nubigenum) obtenidos por el método

Soxhlet no poseen actividad antimicrobiana y antioxidante.
e Hipotesis alternativa

Los extractos de la planta Sunfo (Clinopodium nubigenum) obtenidos por el método

Soxhlet poseen actividad antimicrobiana y antioxidante.

2.2.5. Variables
e Independiente
e Actividad antioxidante

e Actividad antimicrobiana

e Dependiente
e Extraccion Soxhlet

e Sunfo (Clinopodium nubigenum)
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CAPITULO IIL.- RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Analisis y discusion
3.1.1. Rendimiento del extracto
El extracto obtenido a partir de las hojas de la planta Sunfo (C. nubigenum) mediante la
extraccion Soxhlet junto el disolvente etanol al 96%, dio un valor de rendimiento de 13.97
+ 0.65 % y 18.45 = 0.91 %, mediante una evaluacion previa entre 5 y 10 ciclos

respectivamente, como se observa en la Tabla 7.

De acuerdo con (Otalora & Martin, 2020), el valor de un rendimiento depende de varios
parametros, como lo son: solvente (polaridad, concentracidén, tiempo de contacto),
temperatura, método utilizado y su relacion con el material vegetal utilizado. En este caso,
el disolvente utilizado fue etanol (96 %), que cuenta con una polaridad significativa, lo
que permite la obtencion de compuestos con una polaridad alta como lo es el caso de
polifenoles, otros tipos de solventes que cuentan con la misma polaridad son metanol,

acetato de etilo y acetona, (Salas et al., 2022).

Tabla 7. Rendimiento del extracto mediante la técnica Soxhlet

Ciclos Peso utilizado (g) Rendimiento (%p/v)
5 20 13,97 £ 0,651
10 20 18,45 +0,913

Nota: El valor del rendimiento se obtuvo mediante un promedio del proceso de extraccion.

Otro punto importante por considerar es el nimero de ciclos realizados en el equipo
Soxhlet, ya que mientras exista una mayor interacciéon entre el material vegetal y el
solvente se podra extraer una mayor cantidad de compuestos bioactivos, lo recomendable
es un minimo de 6 horas de lavado, obteniéndose un promedio de ciclo por cada hora

(Palacio et al., 2018). El rendimiento obtenido con 10 ciclos presenta un alto rendimiento
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en comparacion a otras investigaciones donde utilizan diferentes solventes como el agua,

hexano, entre otros.

Debido a que no existen estudios similares de extraccion con etanol mediante la técnica
Soxhlet se realizd una comparacion con los aceites esenciales de C. nubigenum, donde la
investigacion realizada por (Mena & Salas, 2022), mostré un rendimiento maximo de
1,4893 9% utilizando agua destilada, que es mucho menor en comparacién al obtenido en

la Tabla 7.

3.1.2. Prueba de actividad antimicrobiana

La obtencion de las bacterias se baso en las indicaciones del uso de las Placas Petrifilm
Staph Express de la marca 3M. Donde, su uso es para el recuento de colonias de S. aureus
en alimentos procesados, alimentos como: mariscos, aves o carnicos, productos lacteos y

sus derivados.

Se realiza un control de calidad de los productos en relacion con la presencia de la bacteria
S. aureus que se basa en normativas, como lo es el caso del método AOAC encargado de
controles quimicos y biologicos (Cretenet et al., 2011). Por lo cual, se utiliz6 este método
para la obtencion de las bacterias del género Staphylococcus, donde colonias moradas

corresponden a la especie S. aureus y las colonias turquesas pertenecen a otras especies.
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Figura 8.

Bacterias obtenidas mediante Staph Express

a) Colonias moradas y turquesas b) Diferenciacion de cepas del género

pertenecientes al género Staphylococcus en agar manitol

Staphylococcus salado, coloracion amarilla para S.
aureus 'y colonias rojas para
Staphylococcus Coagulasa
Negativa (SCN)

Nota: Se realizé un duplicado de la muestra de queso obtenido en los mercados de la

Ciudad de Ambato.

El uso del agar manitol salado permiti6 la diferenciacion entre las distintas especies que
pueden pertenecer al género Staphylococcus; por eso, este es un medio selectivo por
contener un alto nivel de NaCl, lo cual permite el crecimiento especifico de S. aureus y
evita el crecimiento de bacterias no haléfilas. Otro componente importante es el manitol,
donde unicamente la especie S. aureus puede fermentarlo debido a la presencia del
indicador rojo fenol, dicho cambio va de una coloracion roja hacia una coloracién amarilla
por la fermentacion del manitol, donde hay un cambio de pH 8.2 a un pH 6.8; asi, como

se observa en la Figura 7 (Tigabu & Getaneh, 2021).

Para la prueba de la concentracién minima inhibitoria (CMI) se utilizé el método de

microdilucion, el cual consistié en tomar pequefias alicuotas del extracto y el indculo,
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afnadiendo la prueba colorimétrica de la resazurina, indicando un cambio de coloraciéon en

presencia de un crecimiento bacteriano.

En la Figura 8 se muestra, las concentraciones iniciales para la aplicacion del extracto,
usando concentraciones de 10 pg/mL hasta llegar a una concentracion de 100 ng/mL,
presentando en esta ultima concentracion una inhibicion de la bacteria por no cambiar la
coloracion del pocillo y no presentar turbidez, de aqui se realiza una segunda y tercera

dilucion para determinar la concentracion para tomar la CMI.

Figura 9.

Microdilucion en placa de 96 pocillos.

Nota: Los pocillos de coloracion rosada presentan actividad microbiana, mientras que los

pocillos de coloracion morada indican inhibicion bacteriana.

En la Tabla 8 la concentracion encontrada de la CMI, que fue de 92,00 + 0,89 pg/mL para
S. aureus 'y 86,00 + 0,43 ng/mL para SCN. Donde, no hubo mucha diferencia de inhibicion
para los dos tipos de especie, donde SCN necesito una menor concentracion para evitar su

crecimiento.
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Tabla 8. Concentracion minima inhibitoria del extracto de la planta sunfo frente a S.

aureus y SCN
Microorganismo Valor de CMI (ng/mL)
S. aureus 92,00 + 0,89
SCN 86,00 + 0,43

Nota: Se obtuvo los datos mediante un promedio de 3 repeticiones.

Estudios realizados con la especie C. brownei mediante la técnica de maceracion con
etanol al 96 % presento una actividad antimicrobiana con resultados de inhibicion frente
a diferentes cepas de Staphylococcus, presentando inhibicion frente a S. epidermidis y S.
warneri, pero no pudo inhibir bacterias multirresistentes como el caso de S. aureus

(SARM), S. aureus y S. hominis (Pabén et al., 2023).

Por otro lado, el aceite esencial de C. nubigenum y su actividad antimicrobiana mediante
la difusion en agar, presento inhibicion en cepas como: S. aureus, S. mutans, S. pyogenes
y S. penumoniae, dieron valores en sus halos de: (12.68, 8.80, 8.46 y 8.46) mm,
respectivamente; ademas, en esta investigacion se identificd los principales componentes
de esta planta, como lo fueron: acetato de carvacrol (42,2 %), carvacrol (20,7 %), timol
(5,5 %) y pulegona (6,3 %), compuestos fendlicos con altas propiedades antimicrobianas

(Noriega et al., 2018).

Es importante considerar que estos compuestos pueden variar en su nivel de presencia por
el método utilizado, ya que, para un aceite esencial se utiliza solamente agua para la
extraccion, caso contrario un extracto por Soxhlet utiliza un disolvente que debe alcanzar

altas temperaturas para lograr una extraccion.
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El estudio realizado por (Ramirez et al., 2015) mostr6 el uso de 6 tipos de material vegetal
para evaluar su actividad antimicrobiana con el método Soxhlet, que fueron: Calendula
officinalis, Foeniculum vulgare Mill., Malva parviflora L., Plantago australis Lam.,
Sambucus nigra L.P, Vicia faba L. y Solanum americanum Mill, frente a S. aureus ATCC
43300. Donde, la CMI para los extractos fue de 1,25 mg/mL, siendo una concentracion
elevada a comparacion a la obtenida en la Tabla 8, el uso de disolventes como el
diclorometano o el metanol influyeron de manera directa en la obtencion de compuestos

bioactivos, con su relacion de temperatura, volumen y tiempo utilizado.

La concentracion minima bactericida (CMB) se determin6 mediante la identificacion de
los pocillos que no presentaron turbidez. El valor considerado para S. aureus son mayores
o iguales a 92 pg/mL y mayores o iguales de 86 ng/mL para SCN, los cuales presentaron

una similitud a la CMI.

Tabla 9. Concentracion minima bactericida del extracto de la planta sunfo (Clinopodium

nubigenum) frente a S. aureus y SCN

Microorganismo Valor de CMB (ng/mL)
S. aureus >92,00
SCN >86,00

Los valores obtenidos de CMB con el uso de C. pulchellum presentaron valores de: 1.25
mg/mL para S. aureus, 10.00 mg/mL para B. subtilis, 40.00 mg/mL para E. coli y 2,50
mg/mL para SARM; donde, el método utilizado para obtener el extracto fue un bafio por
ultrasonido. Estos valores muestran diferencia con los obtenidos en la Tabla 9, ya que se
necesitd una menor concentracion para la inhibicidon de S. aureus con el uso del solvente

etanol y el método Soxhlet (Polo et al., 2022).
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En el estudio realizado por (Argote et al., 2017) se evalud la concentracion minima
bactericida del aceite esencial de Eucalipto (Eucalyptus), cascara de limon (Citrus limon)
y mandarina (Citrus Reticulata) frente a E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923.
Presentando valores de CMB de 6,8 pL/mL con Eucalipto, 6,8 pL/mL con mandarina y
7,6 uL/mL para céascara de limon, con la cepa de S. aureus, lo cual indica la eliminacion

del 99,9 % de bacterias y sus valores son los mismos obtenidos en la CMI.

Los resultados obtenidos en la Tabla 8 y 9, demostraron el potencial antimicrobiano de la
planta Sunfo (C. nubigenum), donde se conoce la inhibiciéon ocurre debido a la
sensibilidad en su estructura, donde S. aureus es una bacteria grampositiva. La cual no
cuenta con una membrana externa y solamente cuenta en su mayoria con peptidoglicano,
lo que la hace susceptible a las propiedades antimicrobianas de los extractos (Mzid et al.,

2017).

3.1.3. Determinacion de la actividad antioxidante

Para la determinacion de la actividad antioxidante del extracto de la planta Sunfo (C.
nubigenum) se utilizd la técnica de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), como se observa
en la Tabla 10 los valores a cada concentracion del extracto, con el valor mas alto obtenido

fue de 79,990 £ 0,003 (%) a una concentracion de 3000 pg/mL.

Tabla 10. Porcentaje de inhibicion de radicales mediante DPPH del extracto a diferentes

concentraciones
Concentracion Porcentaje de Inhibicion pmol Equivalentes
(ng/mL) (%) Trolox/L
3000 79,990 + 0,003 380,357 £ 1,798
2000 76,270 = 0,008 363,357 £5,393
1500 65,898 + 0,007 316,214 £ 4,684
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1000 60,450 £ 0,007 291,452 + 5,265
500 34,311 £0,019 172,643 + 13,628
250 21,949 £ 0,007 116,452 +£ 5,017
Nota: Los resultados del porcentaje de inhibicidon son resultado de un promedio de 3

réplicas

En una investigacion realizada por (Pérez et al., 2023) se obtuvo valores de 179,9 umol
TE L para la especie C. macrostemum y 282.9 umol TE L™ para C. mexicanum, donde
se presentd valores similares en comparacion a los obtenidos en la Tabla 10. De igual
manera, como se observa en la Figura 9 cuando aumenta la concentracion del extracto se

obtendra un mayor porcentaje de inhibicion y su relacion directa con el aumento de pmol

Equivalentes Trolox/L.

Figura 10.

Porcentaje de inhibicion a distintas concentraciones mediante DPPH

Porcentaje de inhibicion DPPH

3000 2000 1500 1000 500 250
Concentracion Extracto (ug/mL)

©
o O O o

o O O

Porcentaje de inhibicion (%)

P N W b 0O O N ©
o

o O

Nota: Los valores de inhibicion aumentan a medida que la concentracion del extracto es

mas alta.
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La obtencién de fenoles totales se lo realizé mediante la técnica de Folin-Ciocalteu, que
consiste en el cambio de coloracién como indicador, donde la aparicién de una coloracion
oscura indico la presencia de compuestos fenolicos. Para obtener la concentracion de
fenoles totales se utilizd la curva estandar de acido gélico, obteniéndose un contenido

fenolico de (37,531 + 1,335 mg GAE/g) como se observa en la Tabla 11.

Tabla 11. Contenido de fenoles totales del extracto

Absorbancia Fenoles Totales
(750 nm) (mg GAE/g)
0,211 + 0,004 37,531 + 1,335

Nota: El valor de los fenoles se lo obtuvo mediante 3 repeticiones y su respectivo
promedio, relacionando la absorbancia y relacionandola con la pendiente de la curva del

acido galico.

En el estudio realizado por (Serrano et al., 2020) se observo la presencia de fenoles totales
con la misma metodologia de Folin-Ciocalteau pero con el método de bafio ultrasénico,
las plantas utilizadas fueron: C. brevicalyx, C. revolutum, C. sericeum 'y C. pulchellum;
donde, los fenoles totales obtenidos fueron de: 30.14 + 0.40, 16.12 £ 0.33,34.05+0.47 y
16.08 = 0.14, respectivamente y con una concentracion de pg AG/ 100 ug de extracto
etanolico; por lo tanto, el valor mas alto que corresponde a C. sericeum se debe

principalmente a la presencia de flavonoides, que pertenece a la familia de los fenoles.

De igual manera en un estudio realizado por (Pérez et al., 2023) obtuvo valores de 30,1
(mg GAE g para C. macrosterum y 39,5 (mg GAE g™') para C. mexicanum, por lo cual,
se encuentran en el mismo rango obtenido con la especie C. nubigenum con un valor de

37,531+ 1,335 (mg GAE g).
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3.2. Verificacion de la hipotesis

Con los resultados obtenidos mediante las pruebas antimicrobianas y antioxidantes:

- Se rechaza la hipotesis nula.
- Se acepta la hipoétesis alternativa, por lo cual, se determin6 que los extractos de la
planta Sunfo (Clinopodium nubigenum) por el método Soxhlet si poseen actividad

antimicrobiana y antioxidante.
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

A partir del extracto obtenido mediante la técnica Soxhlet, se obtuvo un
rendimiento de 18,45 + 0,913 %, con el extracto que tuvo 10 ciclos de lavado.
Donde, se destaca el uso del disolvente Etanol como principal responsable de la
obtencién de compuestos bioactivos por la polaridad que presentan y en la

obtencion de compuestos como los fenoles.

La actividad antimicrobiana de la planta Sunfo (C. nubigenum) se realizéo mediante
la técnica de microdilucion en placas de 96 pocillos. Donde, se utiliz6 diferentes
concentraciones hasta encontrar el valor donde no ocurria un crecimiento
bacteriano, el indicador fue el no presentarse un cambio de coloracion morada
hacia un color rosado. El valor de CMI para S. aureus tfue de 92,00 + 0,89 (ug/mL)
y para SCN fue de 86,00 + 0,43 (ug/mL), para la CMB, se obtuvo un valor de >92
(ng/mL) para S. aureus y >86 para SCN (ug/mL), donde se destaca la presencia

de componentes fendlicos que cuentan con propiedades antimicrobianas.

La capacidad antioxidante se realizd mediante la técnica de DPPH, donde se
obtuvo el mayor valor de inhibicién de radicales libres a una concentracion de
79,990 + 0,003 %; por lo cual, el valor de 380,357 + 1,798 (umol Equivalentes
Trolox/L). Con la prueba de Folin-Ciocalteau se determin6 la cantidad de 37,531
+ 1,335 (mg GAE/g) en fenoles totales; de tal manera, que este valor de fenoles

totales presentes en el extracto es responsable de la actividad antioxidante.

El extracto obtenido mediante la técnica Soxhlet junto a un disolvente de etanol al
96% si presenta actividad antimicrobiana y antioxidante. Esto se lo realiz6
mediante pruebas de CMI y CMB frente a cepas de Staphylococcus y la actividad
antioxidante mediante el uso de DPPH, presentando valores esperados de
inhibicion de bacterias y de radicales libres; finalmente, existe una relacion entre
las propiedades antimicrobianas y antioxidantes por la presencia de compuestos,

especialmente los fenoles.
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4.2. Recomendaciones

Utilizar mas tipos de disolvente para conocer si se puede obtener un rendimiento

mayor con la planta C. nubigenum.

Realizar una cromatografia de gases para conocer los compuestos que se

encuentran presentes en el extracto y asi conocer a profundidad sobre la planta.

Ejecutar pruebas antimicrobianas con diferentes tipos de bacterias, especialmente

las que presentan resistencia a antibioticos, como alternativa al uso de estos.

Realizar estudios complementarios para conocer a que especie pertenece la
bacteria perteneciente a SCN, ademas, realizar estudios para determinar el tipo de

toxinas que producen los dos tipos de cepas utilizadas.
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Anexos

Anexo A. Obtencion de extracto

Anexo A 1. Tamizado Anexo A 2. Pulverizado del Anexo A 3. Obtencion
mecanico de las hojas de rori l. ral ;l as) del extracto etandlico
C. nubigenum fmateriar vegetat (ojas mediante Soxhlet

Anexo A 4. Uso del

rotavapor para
eliminacion del etanol
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Anexo B. Actividad antimicrobiana

Anexo B 1. Primera dilucion de extracto frente a cepas de Staphylococcus

Bacteria  Réplica CMI (ng/mL)

10 20 40 60 80 100

S. 1 + + + + + -

aureus 2 + + + + + -

3 + + + + + -

SCN 1 + + + + + -

2 + + - + + -

3 + + + + + -

Nota: el signo positivo (+) representa crecimiento de la bacteria y el signo negativo (-)

inhibicidn de la bacteria.

49



Anexo B 2. Queso Anexo B 3. Siembraen  Anexo B 4. Preparacion

obtenido en el mercado petrifilm prueba de coagulasa
de Ambato

Anexo B 5. Escala A B6.P L, Anexo B 7. Prueba de
Mcfarland del inoculo nexe © o. Freparacion CMI en placas de 96

de la resazurina .
pocillos
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Anexo B 8. Dilucion de
extractos para la CMI

g

_

Anexo B 9. Siembra en
placas de PCA para
prueba de CMB

Anexo C. Actividad antioxidante

Anexo C 1. Absorbancia del extracto de la planta Sunfo (C. nubigenum)

Anexo B 10. Placas que
presentaron CMB a 24,
48y 72 horas

Concentracion Absorbancia 515 nm Promedio Desviacion

(ng/mL) 1 2 3 estandar
3000 0,172 0,170 0,175 0,172 0,003
2000 0,195 0,189 0,204 0,196 0,008
1500 0,255 0,263 0,268 0,262 0,007
1000 0,294 0,305 0,291 0,297 0,007
500 0,481 0,465 0,443 0,463 0,019
250 0,535 0,541 0,549 0,542 0,007

Blanco 0,045 0,044 0,046 0,045 0,001

Control 0,687 0,700 0,657 0,681 0,022
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Anexo C 2.

Curva estandar de acido galico
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Anexo C 3.

Curva estandar trolox
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Anexo C 4.

Evaluacion DPPH junto a extracto de Sunfo (C. nubigenum)
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