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Resumen
El presente trabajo tiene por finalidad evaluar la actividad antibacteriana del aceite
esencial y extracto fluido de Oreopanax ecuadorensis Seeman. Se utilizé el aceite
esencial de la especie vegetal obtenido por arrastre de vapor y se realizaron
diluciones del mismo con Dimetilsulféxido (DMS) trabajandose con las siguientes
concentraciones (5%, 2.5% y 1.25%), también se evalu6 la actividad del extracto
fluido al 25% de concentracion obtenido por percolacion.
La evaluacion antibacteriana se realizd mediante la técnica de difusién en pozo
frente a: Staphylococcus aureus ATCC: 25923, Streptococcus mutans ATCC:
25175, Streptococcus pneumoniae ATCC: 49619 y Streptococcus pyogenes
ATCC: 19615, bacterias consideradas como representantes de los principales
patdgenos causantes de enfermedades respiratorias.
En base a los resultados y el analisis estadistico se puede concluir, que el extracto
de Oreopanax ecuadorensis Seeman, al 25% de concentracion presentd actividad
inhibitoria frente a Streptococcus pyogenes ATCC 19615 con halos de inhibicion
de 12.1 mm de didmetro, Streptococcus mutans ATCC 25175 con halos de
inhibicion de 10.9 mm de diametro y halos de inhibicion de 10.4 mm de didmetro
para Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, mientras que no se evidencio
actividad inhibitoria frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923. El aceite
esencial presento en las concentraciones al 5%, 2.5% y 1.25% halos de inhibicion
de 6 mm de didmetro para: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus
mutans ATCC: 25175, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, y Streptococcus
pyogenes ATCC 19615.
Palabras clave: Oreopanax ecuadorensis Seeman, patdgenos respiratorios,

antibacteriano, aceite esencial, extracto fluido.



Abstract

The main objective of this project work is to evaluate the antibacterial activity of
the essential oil and fluid extract of Oreopanax ecuadorensis Seeman. It was used
the essential oil of the vegetal specie obtained by duct diffusion and they were
performed dilutions of the same with DMSO, working with the next
concentrations (5%, 2.5% and 1.25%), also was evaluated the activity of the fluid
extract at 25% of concentration performed by percolation.

The duct diffusion technique was made with different concentration levels of
essential oil and only one concentration of fluid extract compared to:
Staphylococcus aureus ATCC: 25923, Streptococcus mutans ATCC: 25175,
Streptococcus pneumoniae ATCC: 49619 y Streptococcus pyogenes ATCC:
19615, those bacteria considered as representative as principal pathogens of
respiratory diseases. Based on the results and the statistical analysis it could be
concluded that Oreopanax ecuadorensis Seeman, with the 25% of concentration
by the extract presented inhibitory activity in front of Streptococcus pyogenes
ATCC 19615 with 12.1 mm, follow of Streptococcus mutans ATCC 25175 with
10.9 mm and 10.4 mm to Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, while not
evidenced inhibitory activity in front of Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Whereas the essential oil presents in the 5%, 2.5% and 1.25% concentrations
values of 6 mm of diameter of inhibition to: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619,
and y Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Keywords: Oreopanax ecuadorensis Seeman, respiratory pathogens,

antibacterial, essential oil, fluid extract.



Introduccion
Con el pasar del tiempo las enfermedades infecciosas han dado lugar a
padecimientos mas graves, provocados muchos de ellos a la resistencia bacteriana,
producida por el mal uso de antibidticos de sintesis, dando apertura a la medicina
natural, como opcion de control y tratamiento para combatirlas.
El conocimiento curativo de las plantas ha trascendido de generacién en
generacion abriendo nuevos caminos para la investigacion y descubrimiento de
alternativas de tratamiento en enfermedades de incidencia en las poblaciones.
En este tema Sharapin (2000, pag. 24), menciona que, “en los paises en desarrollo
el uso de plantas medicinales representa el 80% del arsenal terapéutico,
destacandose su uso en la produccion de extractos o para la obtencion de
sustancias naturales puras”.
En Ecuador, el saber ancestral sobre el manejo de las plantas en la medicina
tradicional ha sido enajenado por herencia de nuestros antepasados (Rios & De la
Cruz, 2008). Este saber ancestral es relevante, al percibir que la flora ecuatoriana
reconoce la subsistencia de mas de 4000 especies Unicas; llevando a resaltar que
“el Ecuador tiene aproximadamente el 10% de todas las especies de plantas del
mundo” Chiriboga (1995, pag. 109).
La flora del Ecuador es altamente diversa y contiene una gran riqueza, la misma
que ha sido aprovechada por el ser humano en algunas actividades, desde el
campo de la alimentacion hasta el campo médico.
Orientados en el &rea médica, fundamentados en el saber ancestral, justificamos
que la investigacion de los recursos naturales, validara las técnicas ancestrales, y
serviran de apoyo para que estas plantas consideradas como medicinales, se

conviertan en fitofarmacos con actividad probada. Dentro de esta riqueza en
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biodiversidad se menciona a especies como Oreopanax ecuadorensis Seeman, la
cual en estudios se la designa como especie endémica del Ecuador, un estudio
realizado por (Cerdn, 2006), incluye a Oreopanax ecuadorensis Seeman, entre
una de las 18 especies expendidas en las hierberias de los mercados para tratar
resfrios.
Relacionando el uso tradicional de la planta, nos permite suponer su potencial uso
para afecciones respiratorias. Las infecciones respiratorias agudas estan entre los
tres primeros motivos de morbilidades en el mundo; y en Latinoameérica dichas
infecciones ligadas a la bronquitis son causantes de mas del 80% de todos los
fallecimientos (Espinoza, 2012).
La neumonia ha estado presente entre las diez principales causas de
morbilidad general en el pais, ha ido avanzando en orden de
importancia, llegando en el 2011 a ocupar el orden nimero uno,
convirtiéndola en la principal causa de morbilidad, Gonzéalez (2013,
pags. 4-5).
Relacionar las propiedades etnobotanicas de una especie vegetal con las
necesidades de alternativas terapéuticas de patologias de alta incidencia en el pais,
es una de las razones de realizar el presente trabajo de investigacion, con el
objetivo de corroborar la actividad que pueda presentar la especie vegetal sobre
las bacterias patdgenas mas representativas de este tipo de infecciones.
En el Ecuador el uso de plantas medicinales generaria una alternativa terapéutica
efectiva, tanto como para la poblacion con bajo poder adquisitivo, como para las
personas que ya hayan presentado resistencia a antibioticos convencionales,

enfocandonos en la actividad antibacteriana frente a patdgenos respiratorios.



Asi el presente trabajo tiene como finalidad evaluar la actividad antibacteriana del
extracto y aceite esencial de Pumamaqui (Oreopanax ecuadorensis Seeman),
sobre las bacterias: Staphylococcus aureus ATCC: 25923, Streptococcus mutans
ATCC 25175, Streptococcus pneumoniae ATCC: 49619 y Streptococcus
pyogenes ATCC: 19615, debido a que éstas bacterias son causantes de las
principales enfermedades respiratorias como: amigdalitis, bronquitis, neumonia y
complicaciones de las vias respiratorias.

El desarrollo de la investigacion contempla la obtencion y estandarizacion del
extracto hidroalcoholico de Oreopanax ecuadorensis Seeman, como también la
obtencion del aceite esencial obtenido de Oreopanax ecuadorensis Seeman, con
los extractos vegetales se determinara la actividad antibacteriana evaluando el
didmetro de los halos de inhibicidn antibacteriana.

Las conclusiones de la investigacion se basaran en la hipétesis que tanto el
extracto fluido en su Unica concentracion y las diferentes concentraciones del
aceite esencial de Oreopanax ecuadorensis Seeman, si tienen efecto
antibacteriano sobre: Staphyloccocus aureus ATCC: 25923, Streptoccocus
pyogenes ATCC: 19615, Streptoccocus pneumoniae ATCC: 49619 vy

Streptoccocus mutans ATCC: 25175, principales patdgenos respiratorios.



Capitulo 1
1. Marco Conceptual
1.1 Plantas Medicinales en el Ecuador
Balslev, Navarrete, de la Torre, & Macia, (2008, pag. 2), senalan que, “se han
reportado 5172 especies para las que se otorgado usos en el Ecuador”. Vega
(2013, pag. 2), “de las 5172 especies registradas, 3118 son medicinales, donde el
75% son nativas y el 5% son endémicas; considerandolas como plantas de uso
etnofarmacologico”.
La etnoboténica en el Ecuador se origina como una pauta considerada al area
boténica y social, por lo que su valoracién se refleja en el uso de las plantas por
las personas para varias aplicaciones como la medicina (Rios, Kosiol, & Granda,
2007).
1.2 Etnofarmacia en el Ecuador
Rios & De la Cruz (2008, pag. 36) sefialan que: “Las nacionalidades y pueblos
indigenas del Ecuador tienen un valioso conocimiento tradicional relacionado con
el manejo de la naturaleza; sobre todo los conocimientos tradicionales
relacionados con las plantas medicinales™.
Mufioz, Montes, & Wilkomirsky (2004, pag. 15) indican que:
La estructura quimica y la actividad biologica diversa que
caracteriza a los constituyentes de los productos naturales, abre
nuevos campos de exploraciobn en sus aspectos quimico-
farmacologico; no todas las especies vegetales cuentan con este
tipo de estudio, hay muchos aspectos que permanecen empiricos, lo
cual es una limitante para seleccionar los constituyentes bioactivos
y su aplicacién terapéutica.
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Mediante la uniéon de la medicina natural con la medicina sintética es posible
fortalecer el proceso de convalecencia, llevando a obtener un método nuevo de
combate de la medicina actual frente al tratamiento y cuidado de enfermedades
(Marcalla, 2010). La etnofarmacia en el Ecuador ha ido en crecimiento, a causa de
la diversidad de recursos de flora con la que cuenta el pais, generando un
incremento en productos con principios activos mas rentables por sus
caracteristicas medicinales (Vega, 2013).
Rosillo (2012, pag. 8) anade que “si bien la flora del Ecuador ha sido estudiada
desde hace tiempo, la investigacion fitoquimica es mas bien escasa”, sin embargo
hoy en dia se estan impulsando propuestas dispuestas al uso razonable de la flora,
los aceites esenciales son la mejor alternativa ante los productos sintéticos (Vega,
2013).
1.3 Plantas medicinales usadas para desordenes respiratorios.
A pesar de que el hombre ha utilizado las plantas, como recurso para combatir
enfermedades, el impacto en el uso de plantas medicinales ha cambiado a través
de los afos (Cariigueral, Dellacassa, & Bandoni, 2003).
Cabe resaltar lo dicho por; Navarro, Ortega, Garcia, Stubing, & Bautista (2005,
pag. 5):
Las afecciones respiratorias afectan a un elevado porcentaje de la
poblacion, sobre todo aquellos trastornos que afectan a la totalidad
del aparato respiratorio debido a procesos catarrales o gripales, su
sintomatologia se puede mejorar mediante el uso de medicamentos
elaborados con plantas medicinales como alternativa a los
antibidticos sinteticos, ya que éstos farmacos naturales cada vez
limitan la aparicion de las muy conocidas resistencias bacterianas.
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También resaltar lo sefialado por Torre, Navarrete, Muriel, & Balslev, (2008, pag.
109) quienes mencionan que, “el 12% de especies medicinales curan desérdenes
como la gripe, resfrios, asi como afecciones pulmonares y bronquiales como el
asma’.
1.4 Pumamaqui (Oreopanax ecuadorensis Seeman.)
Ordoiiez, Arbeléez, & Prado, (2004, pags. 72-73) mencionan que:
El Pumamaqui es un &rbol originario de la Sierra montafiosa; la
poca existencia de esta especie se debe también a sus bajos
rendimientos de germinacion y de propagacion mediante estacas ya
que toma mucho tiempo para su crecimiento hasta la obtencidn
misma del arbol. Los nombres comunes que recibe hacen referencia
a la forma de sus hojas de forma palmeada; puesto que
“pumamaqui” en Quechua significa “mano de puma”.
1.4.1 Origen
Calles (2007, pag. 12) sefiala que, “El género Oreopanax consta de 80 especies
distribuidas en América tropical, en el Ecuador forma un componente importante
de los bosques andinos y altoandinos”
Ordofiez, Arbeldez, & Prado (2004, pags. 72-73) afiaden que: “Es una especie
propia del bosque montano bajo, de preferencia en suelos humedos y crece
favorablemente entre 2000 y 2600 msnm.
Rhoades (2006, pag. 156:157) plantea que , “la constante deforestacion existente
pone en peligro al Pumamaqui, como consecuencia solo persisten pequefos
parches, primordialmente en las quebradas”.
1.4.2 Usos Etnomedicos
Aguilar, Ulloa, & Hidalgo (2009, pag. 17), sefialan que:
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Se usa en infusiones como purgante con un poco de trago. El vapor
de la planta mezclado con la “colca” que es un arbol de pequefia
longitud con flores pequefias, se emplea para trata el reumatismo.
En bafio, se utiliza para recuperarse del parto. Las hojas sirven para
tapar el fermento de la chicha de jora.
1.4.3 Composicion Quimica
No hay estudios suficientes que se hayan realizado sobre la composicion quimica
del Pumamaqui, sin embargo, CESA (1993) citado por Yanez (2011, pag. 10),
sefiala que “el Pumamaqui contiene principios activos como: aceites esenciales,
taninos, sapogeninas y &cido diterpénico, los cuales se usan para efectos
medicinales”.
Dentro de las formas fitoquimicas més utilizadas en la etnomedicina, destacan los
aceites esenciales y los extractos, formas que contienen gran cantidad de activos y
se consideraran para la presente investigacion.
1.5 Aceite esencial
El empleo de aromas y aceites vegetales existe desde los 3500 afios A.C., en lo
que respecta al campo farmacéutico son utilizados como analgésicos e inhalantes
para descongestionar las vias respiratorias (Zaruma & lllescas, 2014). También
los aceites esenciales segun Cruz (2001, pag. 31), “defienden de las infecciones,
neutralizan sustancias toxicas, matan hongos y desinfectan las mucosas”.
En las sociedades indigenas del Ecuador el uso de los aceites esenciales ha
trascendido a traves de las generaciones hasta nuestro presente, como una
herencia de nuestros antepasados (Bandoni, 2002). Sin embargo, Ledn & Robles

(2009, pag. 20) afiaden que, “en el pais existe produccion de aceites esenciales



crudos pero en pequefa escala, por lo que se desconocen estadisticas nacionales
de exportacion”.
Asi en el Ecuador, el uso de aceites esenciales tiene un escaso porcentaje de
empleo, a causa del desaprovechamiento de los recursos que poseemos explotando
nuestros bosques con la finalidad de obtener madera, desechando el follaje
sobrante de los arboles donde se guarda este potencial fitoquimico presente en las
plantas medicinales (Ledn & Raobles, 2009).
Los aceites esenciales son activos vegetales que pueden utilizarse en varios
campos, tal como indica la referencia del Diario el Universo en el que se
menciona un aumento a nivel mundial en la demanda de aceites esenciales entre el
2007-2008 para el area cosmética (Diario El Universo, 2009). Dejando notar que
no so6lo se puede utilizar los aceites esenciales para el campo alimenticio, sino que
también generarian un gran impacto en el campo farmaceéutico.
1.6 Extracto vegetal
Son elaborados a partir de plantas y sus diferentes partes secas, obteniendo
extractos sélidos, liquidos o semiliquidos (Carriéon & Garcia, 2010).
Las plantas, para defenderse de plagas y microorganismos secretan y almacenan
una gran cantidad de componentes en su sistema, elementos simples como
fenoles, derivados de los fenoles (flavonas, flavonoides), alcaloides, terpenoides
entre otras; Thuille (2003) citado por Garcia (2006). Aquellas sustancias
fitoquimicas acttan en el organismo humano y por consecuencia, se proponen
investigaciones que validen la potencialidad de estos componentes y los efectos
positivos sobre la salud humana (Kuskoski, Roseane, Garcia, & Troncoso, 2005).
Por miles de afos la medicina y productos naturales han tenido una

conexion cercana a traves del uso de medicamentos tradicionales y
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extractos naturales; estudios clinicos, farmacologicos y quimicos de
estos medicamentos tradicionales, que han sido derivados
principalmente de plantas, han sido la base de los primeros
medicamentos como son: aspirina, digitoxina, morfina, quinina y
pilocarpina (Butler, 2009, pag. 2141).
El Ministerio de Ambiente (2013, pag. 254) dice que “en el Ecuador los productos
boténicos son suplementos naturales de origen vegetal; sus efectos son de gran
beneficio para el estado de salud general, dependiendo de la combinacién especial
de sustancias contenida en cada hierba”. A la vez afiadir lo dicho por FLACSO
(2013, pag. 14) “las exportaciones no tradicionales, compuestas principalmente
por flores naturales, extractos y aceites vegetales, experimentaron un crecimiento
en 2011 del 24.5%, superior a las tradicionales, gracias al fuerte empuje en los
extractos y aceites vegetales”.
1.6.1 Tipos de Extractos
Voigt (1982) citado por Carrion &Garcia (2010, pag. 30).
a) Extractos Fluidos: son extractos de drogas que con la
concentracion prescrita de etanol, estdn preparados de forma que
una parte de droga corresponde a una o dos partes del extracto
fluido. Por lo general los extractos fluidos se obtienen por
percolacion.
b) Extractos Blandos: Se los obtiene con mezclas hidroalcoholicas y tienen mayor
concentracion de componentes activos que la droga vegetal; aun asi su uso es
escaso por su complicacion al utilizarlos (Carrion & Garcia, 2010).

Voigt (1982) sefala que:
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c) Extractos Secos: los sefiala como extractos que tienen una
consistencia seca y son facilmente pulverizables, se obtienen por
evaporacion del disolvente y desecacion del residuo. Presentan una
concentracion muy superior de principio activo que la droga
original, son preparados bastantes estables (aunque en ocasiones
resultan higroscépicos) y de facil manipulacion. (Carrion & Garcia,
2010, pag. 30)
Castillo (2007):
d) Crioextractos: Se obtiene por molturacion de la droga vegetal
correctamente desecada, sometida a condiciones de congelacion (-
196° C), mediante inyeccion de nitrégeno liquido, de forma que los
principios activos no se ven alterados por la accion del calor
desprendido en un proceso de molturacién (Carrion & Garcia,
2010, pég. 31).
1.7 Métodos de extraccion de principios activos a partir del material vegetal o
droga.
Se conoce la presencia de distintos métodos extractivos vegetales, los cuales
requieren un liquido extractivo relacionado a la caracteristica quimica del
principio activo y el método tecnico que se aplique (Carrion & Garcia, 2010). Los
métodos aplicados para esta investigacion son los dos siguientes.
1.7.1 Percolacion
Botella & Bermejo (2004, pag. 95:99) indican que, “la palabra percolacion se
deriva etimologicamente de “per” (a través de) y de “colar” (hacer gota a gota). Se
la utiliza desde mucho tiempo atrds y se trabaja con un aparato llamado

percolador”. Mientras que Lamarque y otros (2008, pag. 49) afiaden que “es un
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proceso ampliamente difundido, sin embargo el material debe estar debidamente

compactado de modo que el disolvente eluya con cierta lentitud dando tiempo al

mismo a tomar contacto con los tejidos y extraer los componentes deseados”.

1.7.2 Destilacion por arrastre de vapor

Método para obtener aceites esenciales, a partir del material vegetal
lo més fresco posible. Si un liquido orgénico es insoluble en agua y
tiene una presién de vapor apreciable a la temperatura de ebullicion
de aquella, puede destilarse arrastrandolo con vapor de agua. Este
método permite la maxima difusion del vapor a través del material
vegetal, reduciendo los dafios que pudiesen sufrir los componentes
de las esencias extraidas por otros métodos. Los aceites esenciales
son sustancias voldtiles e insolubles en agua por lo que pueden ser
arrastradas por una corriente de vapor de agua (Lamarque, y otros,
2008, pag. 50).
El aparato que se utiliza se denomina destilador, consta de una
caldera, refrigerante y matraz de recogida. Para destilar un liquido
se le calienta a ebullicion en una caldera, se llevan los vapores por
una conduccion al refrigerante cuyo tubo esta rodeado por una
corriente de agua fria; de esta forma el vapor condensa de nuevo a
liquido (Botella & Bermejo, 2004, pag. 77).

1.8 Enfermedades respiratorias.

Macedo & Mateos, (2008, pag. 137) mencionan que, “las infecciones respiratorias

(IR) son afecciones muy frecuentes. Constituyen una importante causa de

morbilidad y mortalidad en todas las edades”. En esta investigacion se trabajara
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con bacterias gram positivas, que causan enfermedades respiratorias como: el
asma, bronquitis, neumonia, entre otras.
1.8.1 Enfermedades respiratorias causadas por bacterias cocos gram
positivas:
Las bacterias que se clasifican por su forma esférica, son los nombrados cocos
(estafilococos, estreptococos, neumococos y meningococos); los cuales pueden
causar infecciones en el ser humano (Merck Sharp and Dohme, 2012).
La Organizacion Mundial de la Salud (2001, pag. 1) sefiala que:
Es evidente hoy en dia la resistencia de las bacterias a los
medicamentos sintéticos, siendo las infecciones respiratorias parte
del 85% de la mortalidad en el mundo. Sin embargo hay que
sefialar que la resistencia a los medicamentos sintéticos es un
proceso bioldgico natural, debido a que por cada agente
antimicrobiano nuevo creado se detecta cepas de microorganismos
resistentes al mismo.
Asi mismo Cruz (2001, pag. 18) menciona que “el uso de antibidticos sintéticos
antes que aparezca la infeccion para intentar prevenirla es otra causa de
resistencia bacteriana”.
Por lo antes sefialado, nace como alternativa el uso de los antibioticos naturales,
los cuales segin Cruz (2001, pag. 21):
A diferencia de los antibidticos sintéticos nos ayudan a conservar
nuestra salud por medio mas sanos y sin padecer efectos
secundarios ya que los antibioticos naturales atacan efectivamente a
las bacterias sin afectar al cuerpo, mejorando el sistema

inmunoldgico y siendo depurativos en el organismo, ya que
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arrastran los desechos existentes en el cuerpo por el uso inadecuado
de antibioticos sintéticos.
1.8.2 Infecciones estafilococicas
Segin Todd (2005, péag. 177:178) son causadas principalmente por:
“Staphylococcus aureus, bacterias aerobicas Gram positivo, la cual puede causar
neumonia necrosante y fistulas broncopleurales”; mientras que Macedo & Mateos
(2008, pag. 149) dicen que “el Staphylococcus aureus es el principal agente
causante de la otitis externa”.
1.8.3 Infecciones estreptococicas

Bacterias Gram positivas que generan patrones concretos de afecciones, debido a
su variedad y particularidad quimica (Merck Sharp and Dohme, 2012).
Prado (2001, pég. 6) indica que “uno de los principales patdgenos responsables de
elevada morbilidad y letalidad es Streptococcus pneumoniae principal agente
causante de sinusitis, otitis media, septicemia, meningitis y neumonia”. También
afiadir lo dicho por Macedo & Mateos (2008, pag. 141), “Streptococcus pyogenes
es considerado el principal agente bacteriano de faringitis”. Mientras que
Streptococcus mutans es el principal agente causante de la caries dental (Ojeda,
Oviedo , & Salas, 2013); lo cual conlleva a presentar cuadros de infecciones
respiratorias (Llop, 2001).
1.9 Bacterias cocos gram positivas patogenos
En la presente investigacion se trabajo directamente con las siguientes bacterias
cocos, que son causantes de cuadros respiratorios infecciosos, las cuales las
describimos a continuacion:

a) Staphylococcus aureus
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Las enfermedades generadas por S. aureus, en el tracto respiratorio son mas

amenazantes a consecuencia de la resistencia del patdégeno a antibidticos como la

penicilina (Zepeda & Gaido , 1977).

b) Staphylococcus pneumoniae

Prado (2001, pag. 6) afiade:
Bacteria que estd dentro de las principales prioridades como
problema de salud publica, responsable de elevada morbilidad y
letalidad ya que es uno de los principales agentes causales de una
gran variedad de infecciones. Con el paso del tiempo el impacto de
las infecciones se ha acentuado, llegando a ser resistentes a la
penicilina, cefalosporinas, cloranfenicol y cotrimoxazol.

¢) Staphylococcus mutans

Bacteria anaerobio facultativo, capaz de formar polisacaridos, fue descubierto por

Clarke en 1924 y a pesar de ser un habitante normal de la flora bacteriana bucal

también se lo considera como el principal patdgeno relacionado con problemas de

caries dental (Bortowiski, Bueno, & Rolim, 2005).

d) Staphylococcus pyogenes

Bacteria Gram positiva que se agrupa en cadenas, citotdxica y antigénica; causa

dafo por adherencia a la mucosa faringea (faringitis), transmitida por secreciones

respiratorias o saliva, precursora también de enfermedades como: impérigo,

septicemia puerperal y fiebre escarlatina (Rivera , 1998).

1.10 Evaluacion de la Actividad Antibacteriana: Método de Kirby-Bauer.

Taroco, Seija, & Vignoli (2008, pag. 665) en cuanto al método sefialan que es la

“denominada prueba de difusion en discos, este método es cualitativo y se basa en

la estandarizacion para microorganismos no exigentes de crecimiento rapido”.
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Meétodo creado por los investigadores Kirby-Bauer, en el cual impregnaron discos
de papel filtro con antibidtico, evaluando la resistencia bacteriana frente a los
discos colocados sobre una placa recién sembrada, el agente comienza a
difundirse de inmediato y establece un gradiente de concentracion alrededor del
disco de papel. Durante la incubacién las bacterias crecen en la superficie de la
placa salvo donde la concentracion de antibioticos en el gradiente formado
alrededor de cada disco es lo bastante alta como para inhibir el crecimiento Forbes
(2007, pag. 194:195).
A la vez afadir lo acotado por Alzate, Arteaga & Jaramillo (2011, pég. 379):
De esta técnica en el afio 1971 los investigadores Tagg y McGiven
plantearon un método modificado al de Kirby-Bauer, el método de
difusion en pozo. Consiste en hacer pozos en un agar nutritivo
incluido en una caja petri con el uso de un sacabocado estéril, la
cantidad de pozos depende del halo de inhibicion esperado y en
cada pozo la cantidad del extracto o antibidtico a evaluar se afiade
por cantidades estandarizadas.
Se eligié el método de difusion en pozo por lo expuesto en la investigacion
realizada por Rojas, Garcia y otros (2005), donde al evaluar la efectividad de
ambos métodos (difusion en disco y pozo), demuestran mayor efectividad del
método de difusién en pozo con una expectacion superior al 90% Yy sugiriéndolo
para realizar ensayos de actividad antimicrobiana con plantas medicinales. Asi
mismo otro autores (Corrales, Castillo, & Melo, 2013), afiaden que el método de
difusion en pozo es mas sensible y ventajoso para estudios sobre extractos

vegetales, ya que pueden esparcirse facilmente en el agar.
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Capitulo 2
2. Marco Metodologico

2.1 Lugar de investigacion
La investigacion experimental se realizd en los laboratorios de Proyectos, Tesis,
Microbiologia, Tecnologias Aplicadas, Ciencias Biologicas y Quimica Analitica
de los laboratorios de la Universidad Politécnica Salesiana, Campus El Giron-
Quito.
2.2 Lugar de recoleccion
El material vegetal se adquiri6 en el canton Quero. “El cantdn Quero se localiza
en la provincia de Tungurahua a 18.5 km al suroeste de Ambato, se encuentra a
una altura de 2760 msnm sobre la cumbre del monte Igualata” Cubillo (2005, pag.
25).
Se utiliz6 60 kilogramos de hojas de Oreopanax ecuadorensis Seeman, los cuales
fueron transportados en sacos de yute. La especie en estudio fue certificada por el
Herbario de la Pontifica Universidad Catélica del Ecuador (Anexo 2).
2.3 Acondicionamiento del material vegetal
Se realizaron tres pasos para el acondicionamiento adecuado del material vegetal,
los cuales fueron:
e La limpieza: separar las partes deterioradas, con presencia de manchas y con

sefiales de presencia de insectos.
e Ladesinfeccion: lavar las hojas con abundante agua previamente tibia, y luego

fueron sumergidas en solucién de hipoclorito de sodio al 1% en agua por 10

minutos.
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e EIl secado: realizar dos procesos de secado diferentes, uno para el material
vegetal destinado a percolacion y otro para el material vegetal destinado para
la destilacion. Asi el secado para el proceso de destilacién; colocar las hojas
humedecidas sobre periddicos extendidos sobre las estanterias metalicas del
laboratorio de Ciencias Bioldgicas por 24 horas, para que el agua en exceso se
extraiga por absorcion del papel y sin que incida la luz del sol evitando la
pérdida de sustancias volatiles del material vegetal para posteriormente
llevarlas a destilar y obtener el aceite esencial. Mientras que el proceso de
secado para realizar la percolacion se realiz6 colocando el material vegetal en
3 bandejas en una camara climética con control de humedad programada a
50°C y 40% de HR por 72 horas.

Dominguez (1973) citado por Ayala & Vasquez (2014, pag. 29) establece que “se

obtiene el 1% de rendimiento de aceite esencial en hierba fresca”, sin embargo no

se encontraron referencias similares, ni para la especie en estudio ni para especies
similares, tomando como referencia la anterior para trabajar en esta investigacion.

2.4 Obtencion del extracto fluido de Pumamaqui (Oreopanax ecuadorensis

Seeman).

Para obtener el extracto vegetal con el cual evaluaremos la actividad

antibacteriana, realizamos el método de percolacion.

a) Proceso de percolacion

Se empez0 con la molienda del material vegetal seco, se pesé en una balanza 1 kg

del mismo, luego se paso el material vegetal molido hacia el percolador y se lo

Ilend con una mezcla hidroalcoholica de alcohol etilico al 96% y agua destilada en

una relacion de 1:4, se cerr6 el percolador procurando que todo el material vegetal

sea cubierto por la mezcla hidroalcoholica y observando que no haya presencia de
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burbujas; se dejo macerando a temperatura ambiente (15-30 °C) por 72 horas,
agitando ocasionalmente. Pasadas las 72 horas se continud con la filtracion del
extracto con el uso de papel filtro y bomba al vacio, después de filtrar se procedio
a evaporar en un rotavapor al vacio hasta obtener un extracto fluido, se la envaso
en frasco ambar, se la etiqueto y se almacend el extracto obtenido.
2.5 Control de calidad del extracto fluido de Oreopanax ecuadorensis Seeman.
El control de calidad del extracto es un proceso importante pues mediante él se
puede definir la calidad y pureza del extracto, se aplicaron 3 procedimientos
fisicos para la evaluacion del extracto, los cuales son: Densidad relativa, indice de
refraccion y solidos totales. Y se realizd un ensayo cualitativo mediante un
tamizaje fitoquimico con los siguientes ensayos: Alcaloides, aminoacidos,
antocianidina, azucares reductores, cardiotonicos, fenoles, flavonoides, lactonas,
quinonas, resinas, saponinas, taninos, y triterpenos. Para realizar los métodos
fisicos y el método cualitativo de tamizaje fitoquimico nos basamos en la
metodologia de Miranda (2001, pag. 41:65).
2.5.1 Densidad relativa
Su fundamento se basa en la similitud de una masa de un volumen de un liquido a
analizar a una temperatura que oscila entre 24°C y 26°C y el peso de un volumen
equivalente de agua a una temperatura afin.
Procedimiento:
Pesar el picndmetro vacio y seco, luego se llend el picnémetro con
la porcion del extracto manteniéndolo a una temperatura de 25°C
(£ 1°C), se lo dejo en reposo por 15 minutos y se procedié a pesar

en la balanza analitica.
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Posteriormente se lava el picnémetro, se lo seca y limpia bien, y se
repite el procedimiento siendo esta vez agua destilada la porcién de
ensayo de igual manera se la mantiene a 25°C por 15 minutos en
reposo y se realiza el pesaje correspondiente

Calculo

Ecuacion 1. Densidad relativa del extracto de Oreopanax ecuadorensis Seeman.

_ M -M
D25= M, - M

Fuente: (Miranda, 2001, pég. 63).

Doénde:

M= masa del picndmetro con analito en gramos

M,= masa del picndmetro con el agua en gramos

M= masa del picnémetro limpio

D,s= densidad relativa 25/25 °C

2.5.2 Indice de refraccion

Miranda (2001, pag. 63) indica que el indice de refraccion es una constante

caracteristica de cada sustancia, representada por “la relacién entre el seno del

angulo de incidencia de la luz incidente y el seno del angulo de refraccion cuando

la luz pasa oblicuamente a través del medio”.

Procedimiento
Utilizar un refractdbmetro de Abbé ATAGO, encender y colocar
sobre el prisma de medicién una gota de agua destilada, utilizando
una varilla de vidrio para uniformizar la muestra en el prisma de
medicion; se ajustd el equipo seleccionado a la zona del espectro

visible que aparece en la linea limite del campo visual, se movio el
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compensador cromatico hasta colocar la interseccion del reticulo
sobre la linea limite de los campos claros y oscuros (Miranda,
2001, pag. 64).
Luego de haber realizado el ajuste del refractometro, se colocd una gota del
extracto de Oreopanax ecuadorensis Seeman sobre el prisma de medicion,
cerramos el prisma de medicion y procedemos de igual manera que con el agua,
hasta colocar la interseccion del reticulo sobre la linea limite entre los campos
claro y oscuro.
Expresion de los resultados:
De preferencia realizar las lecturas por triplicado y calcular el promedio de las
mismas. Segun Miranda (2001, pag. 64) “dos o mas lecturas no deben diferir en
mas de 0.002”.
2.5.3 Determinacion de solidos totales
Para su determinacion se utiliza el método de desecacion en estufa,
el cual se fundamenta en pesar la sustancia con humedad, secarla y
volver a pesar la sustancia seca; asi con la diferencia de pesos se
puede hallar el porcentaje de sélidos totales Uriel (2012, pag. s.n).
Procedimiento:
Colocar 5 ml de extracto en cada una de las tres capsulas de porcelana
previamente taradas a 105°C, evaporarlas en bafio Maria a una temperatura de 80
°C en una olla con agua sobre una plancha calefactora, hasta que quede un residuo
seco. Luego llevar las capsulas a una estufa y dejar por 3 horas a una temperatura
de 240 °C, pasado el lapso de tiempo retirar las capsulas de la estufa y traspasar a

un desecador hasta llegar a temperatura ambiente.
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Asi para obtener la masa constante entre una pesada y otra se hizo las lecturas en
un tiempo de secado de 60 minutos para cada lectura; se realizaron tres lecturas
por capsula, teniendo un total de 9 lecturas en 3 horas .

Expresion de los resultados:

Ecuacion 2. Sélidos totales del extracto de Oreopanax ecuadorensis Seeman.

st=—"""P y100

\Y

Fuente: (Miranda, 2001)
Donde:
St= sdlidos totales
Pr=peso de la capsula mas el remanente en gramos
P= peso de la capsula vacia en gramos
V= volumen de la cantidad del menstruo en mi
100= factor matematico para el céalculo

2.5.4 Screening o tamizaje fitoquimico
Su fundamento es sefialar de manera cualitativa los grupos quimicos existentes en
una planta y partiendo de alli guiar la extraccion o fraccionamiento de los
extractos para el aislamiento de los grupos de mayor interés. Consiste en la
aplicacion de solventes apropiados y el desarrollo de coloracion y precipitacion,
permitiendo una evaluacion rapida, con reacciones sensibles, reproducibles y con
un bajo costo (Miranda, 2001).
Procedimiento:
Todos los ensayos se realizaron basandonos en la metodologia de Migdalia (2001,

pag. 41:48).
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a. Ensayo de Dragendorff: Evidencia la presencia de alcaloides, para ello la
alicuota del extracto se evapora a bafio maria en caso de contener solvente
organico Yy luego redisolver con 1 ml de acido clorhidrico al 1% en agua. Al
obtener una solucion acuosa acida se realiza el ensayo, afiadiendo 3 gotas del
reactivo de Dragendorff.

Expresion de Resultados: Al visualizar opalescencia es (+), turbidez definida (++),

precipitado (+++).

b. Ensayo de Mayer: Se procede de igual manera que en el ensayo de
Dragendorff, Gnicamente que al obtener la solucion acida se agrega una pizca
de cloruro de sodio en polvo, se agita y se filtra. Luego se afiade 3 gotas de la
solucion reactiva de Mayer.

Expresion de Resultados: Si hay opalescencia (+), turbidez definida (++),

precipitado coposo (+++).

c. Ensayo de Wagner: Se realiza el mismo procedimiento que los 2 ensayos
anteriores (Dragendorff y Mayer), al obtener la solucion &cida, se afiade 3
gotas del reactivo de Wagner.

Expresion de Resultados: Si hay opalescencia (+), turbidez definida (++),

precipitacion (+++).

d. Ensayo de Baljet: Evidencia la presencia de cumarinas en un extracto. Para
ello se toma una alicuota del extracto y se le adiciona 1 ml del reactivo, y se
agita suavemente

Expresion de Resultados: El ensayo da positivo si se observa una coloracion roja

(++) o precipitado rojo (+++).

e. Ensayo de Borntrager: Permite reconocer en un extracto la presencia de

quinonas. Asi la alicuota del extracto debe evaporarse en bafio maria hasta
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evaporar el solvente y luego redisolver con 1 ml de cloroformo. Luego se
adiciona 1 ml de hidroxido de sodio al 5% en agua; se agita mezclando las
fases y se deja en reposo hasta que se separen las fases

Expresion de Resultados: Es positivo el ensayo si la parte superior se torna rojo o

rosado. Asi, color rosado (++) y rojo (+++).

f. Ensayo de Liberman-Buchard: Reconoce en un extracto la existencia de
compuestos esteroidales. La alicuota del extracto se la evapora a bafio maria,
luego de evaporar el solvente se agrega 1 ml de cloroformo, se adiciona 1 ml
de anhidrido acético y se mezcla bien; finalmente por la pared del tubo de
ensayo se dejan resbalar 3 gotas de acido sulfarico concentrado sin agitar

Expresion de Resultados: Un ensayo positivo se tiene por un cambio rapido de

coloracion asi: rosas-azul (muy rapido), verde intenso-visible (rapido) y verde

oscuro-negro (final de reaccion).

g. Ensayo de resinas: Para detectar este tipo de compuesto, se adiciona a 2 ml del
extracto, 10 ml de agua destilada

Expresion de Resultados: Si hay un precipitado es un ensayo positivo.

h. Ensayo de Fehling: Evidencia la presencia de azucares reductores en un
extracto. Se procede con una alicuota del extracto en agua, si ésta no se
encuentra en agua, se evapora en bafio maria la alicuota y se redisuelve con 2
ml de agua destilada. Luego adicionar 2 ml del reactivo de Fehling y calentar
en bafo de agua por 5 minutos.

Expresion de Resultados: Ensayo positivo si la solucion se colorea de rojo o

precipitado rojo.

i. Ensayo de la espuma: Permite reconocer en un extracto la presencia de

saponinas. De modo que a la alicuota de extracto que se encuentra en alcohol
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se le diluye con 5 veces su volumen en agua destilada y se agita fuertemente
durante 5 minutos.

Expresion de Resultados: Se considera ensayo positivo si aparece espuma en la

superficie del liquido de mas de 2 mm de altura y es persistente por mas de 2

minutos.

J. Ensayo del tricloruro férrico: Evidencia la presencia de compuestos fenolicos
y/o taninos en un extracto. Se procede obteniendo una alicuota del extracto
alcohdlico al cual se le afiade 3 gotas de tricloruro férrico al 5% en solucion
salina fisioldgica, y se espera hasta que se realice la reaccion.

Expresion de Resultados: Si da una coloracion rojo-vino hay presencia de

compuestos fendlicos en general. Si desarrolla un color verde intenso, hay

presencia de taninos del tipo pirocatecolicos. Desarrolla una coloracion azul,
evidencia la presencia de taninos del tipo pirogalotanicos.

k. Ensayo de la ninhidrina: Permite reconocer en los extractos la existencia de
aminoéacidos libres o aminas. Se realiza tomando una alicuota del extracto y se
lo lleva a bafio maria, al residuo que queda se le agrega 2 ml de ninhidrina al
2% en agua, se mezcla y se calienta por 5 minutos en bafio de agua.

Expresion de Resultados: Se considera el ensayo positivo cuando se desarrolla un

color azul violaceo.

I.  Ensayo Shinoda: Evidencia la presencia de flavonoides en un extracto vegetal.
Tomar una alicuota del extracto y diluir con 1 ml de &cido clorhidrico
concentrado y un trocito de cinta de magnesio metalico. Analizar la reaccion y
esperar 5 minutos, pasado el lapso de tiempo afadir 1 ml de alcohol amilico y
homogenizar las fases. Finalmente se deja reposar hasta que se separen las

fases.
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Expresion de Resultados: El ensayo sera positivo al colorearse el alcohol amilico

de amarillo, carmelita, naranja o rojo.

m. Ensayo de Kedde: Reconoce la presencia de glicésidos cardiotonicos. Se
realiza tomando una alicuota del extracto y mezclandolo con 1 ml del reactivo
de Kedde y se lo deja en reposo por 5 minutos.

Expresion de Resultados: El ensayo sera positivo si se desarrolla un color violaceo

persistente por 1 hora.

n. Ensayo de antocianidinas: Se procede calentando 2 ml del extracto por 10
minutos con 1 ml de &cido clorhidrico concentrado, se deja enfriar y se
adiciona 1 ml de agua y 2 ml de alcohol amilico. Para finalizar se agita y se
deja separar las dos fases.

Expresion de Resultados: La aparicion de un color rojo a marron es indicativa de

un ensayo positivo.

2.6 Obtencion del aceite esencial de Pumamaqui (Oreopanax ecuadorensis

Seeman.)

El aceite esencial de Oreopanax ecuadorensis Seeman, fue extraido mediante el

método de destilacion por arrastre de vapor, con el uso del destilador industrial de

5 kilogramos de capacidad, ubicado en los laboratorios de la Universidad

Politécnica Salesiana anteriormente mencionados.

Se realiz6 primero la limpieza y desinfeccion del material vegetal como esta

descrito en el apartado correspondiente.

Posteriormente se acondiciond el destilador, lavandolo con abundante agua y

jabon liquido, luego se realizo una limpieza por arrastre de vapor con agua por 2

horas. Con cautela y la certeza de que tanto las mangueras, como la llave del gas

estan habilitadas y conectadas adecuadamente. Después del lavado se procedié a
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colocar 5 kg de hojas de Oreopanax ecuadorensis Seeman, se cerr@
adecuadamente la tapa del destilador y sus perrillas de seguridad, se dejo abierta
la llave de agua para que no exista contraflujo y por lo tanto pérdida de
compuestos volatiles. Se dejo un tiempo de 4 horas de destilacion, abriendo
ocasionalmente la llave de salida de vapor de agua, esto con la finalidad de no
perder sustancias de naturaleza termolabil.

Luego de transcurridas las 4 horas, con la ayuda de un embudo de separacion se
procedio a recoger la mezcla liquida del destilador, abriendo la llave de paso del
destilador, se coloco el embudo de separacion en un soporte universal sostenido
por un aro metalico sujetado por una nuez metalica al soporte, se dejé en reposo
hasta que las fases se separen. Al estar las fases separadas, se abrié lenta y
cuidadosamente la llave del embudo para recoger el aceite en un frasco ambar de
5 ml de capacidad. Se llevo finalmente el aceite esencial para su almacenamiento
en una refrigeradora.

a) Célculo del Rendimiento del aceite esencial de Oreopanax ecuadorensis
Seeman.

Se calcula aplicando la formula:

Ecuacion 3. Rendimiento del aceite esencial Oreopanax ecuadorensis Seeman.

1000Ml...cviiiiiiiiiee, 100%

X=0.05% de rendimiento
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2.7 Estudio de la actividad antibacteriana del extracto fluido y del aceite

esencial de Pumamaqui (Oreopanax ecuadorensis Seeman.) mediante el

metodo de difusién modificado en pozo de Kirby-Bauer.

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana se utilizaron bacterias

certificadas de: The American Type Culture Collection con sus siglas de su

nombre en inglés (ATCC), las cuales fueron solicitadas y adquiridas en Medibac;

su presentacion es en hisopos liofilizados KWIK-STICK™ sellado en sobre

completamente estériles, las bacterias solicitadas fueron: Staphylococcus aureus

ATCC 25923, Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus pneumoniae

ATCC 49619 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615, patdgenos que causan

enfermedades respiratorias. Como control positivo se utilizé Clemizol (penicilina)

de concentracién un millén Ul, producto de laboratorios Laboratorios Industriales

Farmacéuticos Ecuatorianos (LIFE) y como control negativo para las pruebas con

el extracto fluido se utilizé agua destilada estéril, mientras que para las pruebas

con el aceite esencial se utiliz6 como control negativo Dimetilsulfoxido (DMSO).

Para realizar el estudio de la actividad antibacteriana del aceite esencial y extracto

de Oreopanax ecuadorensis Seeman, frente a las bacterias mencionadas en el

acapite anterior, se llevaron a cabo los siguientes 8 pasos:

a. Activacion de las bacterias del hisopo KWIK-STIK™,

b. Conservacion de las cepas bacterianas ATCC en Cryobank.

c. Preparacion del overnight bacteriano.

d. Preparacion del inéculo bacteriano.

e. Preparacion del extracto fluido a 25% y del aceite esencial a concentraciones
(5%, 2.5% Y 1.25%).

f. Preparacion del control positivo
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g. Siembra de acuerdo al método de difusion en pozo modificado.

h. Meétodo de halos de inhibicidn e interpretacion de resultados.

a) Activacion de las bacterias del hisopo KWIK-STIK™:;

Para la activacion de las bacterias en hisopos KWIK-STICK™, se sigui6 las
instrucciones del fabricante (Microbiologics Inc, 2012).

El procedimiento fue el mismo para las cuatro bacterias.

Procedimiento:

Abrir el sobre con cuidado y sacar el tubo plastico que contiene el hisopo KWIK-
STICK™, retirar la parte removible de la etiqueta y en la parte superior de la
ampolla oprimir hasta que se rompa la ampolla, y el medio que contiene la
bacteria ATCC descienda y moje el hisopo. Luego se procede abrir el tubo
plastico y extraer el hisopo mojado enseguida se siembra en una caja petri con
medio TSA, a excepcién de la bacteria Streptococcus pneumoniae ATCC 49619,
la cual se sembr6 en medio Agar sangre de cordero adquirido a Cultiprep Cia,
Ltda. Finalizado el sembrado, retirar el hisopo y colocar en un tubo con caldo
TSB, etiquetar el tubo e incubar, y finalmente etiquetar para llevarlo a incubacion
por 24 horas a una temperatura de 37°C; Staphylococcus aureus ATTC 25923 se
incubé en medio aerobio mientras que Streptococcus mutans ATCC 25175,
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615
y se incubaron en medio anaerobio.

b) Conservacion de las cepas bacterianas ATCC en Cryobank:

Esterilizar el asa metalica sometiéndola a fuego con el uso de un mechero, retirar
y dejar enfriar el asa para no eliminar a las colonias bacterianas. Ya fria el asa

abrir la caja con cepa y coger varias colonias bacterianas, luego introducir el asa
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para disolver el cultivo en el medio que contiene el tubo de Cryobank. Agitar por
un lapso de 10 minutos para que las bacterias se puedan adherir a las perlas que
contiene el tubo Cryobank. Posteriormente con una pipeta estéril remover el
medio de cultivo y desechar, finalmente cerrar el tubo, etiquetar y llevar a
congelacién para utilizarlo cuando sea necesario.

c) Preparacion del overnight bacteriano:

Este proceso se realiza en una caja petri sembrada un dia anterior, esterilizar
previamente 2 tubos de ensayo con caldo TSB por caja con cepa bacteriana. Con
la ayuda de un asa metalica esterilizada, coger varias colonias bacterianas e
insertar el asa en el tubo con TSB, agitar el asa hasta que el indculo bacteriano
descienda a la base del tubo. Luego retirar el asa y cerrar el tubo, finalmente llevar
los tubos con in6culo a incubacion por 18 horas a 35°C.

d) Preparacion del inoculo bacteriano:

Pasadas las 18 horas, retirar los tubos con el indculo que se realiz6 en el overnight
y llevar a una centrifuga por 20 minutos a 4000 rpm, esto con la finalidad de
obtener un pellet consistente. Después eliminar el sobrenadante y llenar el tubo
con suero fisioldgico estéril, y agitar en un vértex hasta observar homogeneidad
del inéculo con el suero fisioldgico. Previamente calibrar el espectrofotometro
para realizar la lectura de absorbancia, utilizar para las lecturas de turbidez una
celda de cuarzo, para el in6culo bacteriano y su lectura en el espectrofotometro,
los parametros de longitud y absorbancia aplicarlos segun el estandar de turbidez
de Prat (2006, pag. s.n), los cuales son: “una longitud de 625 nm con una
absorbancia de 0.08 a 0.1”, para todas las bacterias a estudiar en esta

investigacion.
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e) Preparacion del extracto fluido al 25% de concentracion y del aceite esencial a
concentraciones de (5%, 2.5% y 1.25%).

Procedimiento para la preparacion del extracto fluido a 25%:

Para obtener el extracto al 25% de concentracion se aplico la metodologia de
Miranda (2001, pags. 58-59).

Empezar realizando los procesos de limpieza y desinfeccion redactados
anteriormente. Obtener 1000 g de droga molida e hidratar previamente con el
menstruo (alcohol al 90%) en relacién 1:1 evitando que no quede liquido residual
en el recipiente, dejar por un tiempo de 30 minutos y pasado este lapso colocar la
droga humectada en un percolador y agregar alcohol al 90% hasta cubrir la droga
unos centimetros méas del volumen del extracto en el percolador, asi la relacion
1:1 se torna a una relacién droga/solvente de 1:2. Dejar percolar por 72 horas.
Concluido el lapso de tiempo se recoge 1600 ml de extracto al 25%, envasar en
frascos ambar y almacenar para su posterior uso.

f) Procedimiento para la preparacion de las diferentes concentraciones de aceite
esencial (5%, 2.5% y 1.25%):

Con la ayuda de una pipeta automatica de 1000 ul, tomar 500 ul de aceite esencial
de Oreopanax ecuadorensis Seeman, depositar en un balén aforado de 10 ml. El
aceite esencial que esta en el balén aforado mezclarlo con DMSO, hasta la linea
de aforo del balon, tapar, agitar y dejar en reposo por 5 minutos; y asi obtener el
aceite esencial al 5%. Con una pipeta aforada de 5 ml, tomar un volumen de 5 ml
del primer balon y traspasar a otro balon aforado de 10 ml y llenar el balon hasta
la linea de aforo con DMSQO; vy asi obtener el aceite esencial al 2.5%. Realizar el
mismo procedimiento para obtener el aceite al 1.25%. Finalmente luego de dejar

reposar los 3 balones, pasar a frascos ambares pequerios y etiquetarlos.
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g) Preparacion del control positivo (Clemizol):

Para obtener la concentracion deseada se siguié la metodologia de Garcia & Silva
(2006, pag. 246:247).

La presentacion comercial del Clemizol (penicilina) es de 1'000.000 U.I, es decir
600.000 pg/ml, y pretendemos llegar a 80 pug/ml con un volumen de 10 ml.
Calculos:

Ecuacion 4. Concentracion control positivo Clemizol

C,V;= C,V; despejando tenemos; V, = CEVZ

Donde:

C,= Concentracion inicial

V;= Volumen a calcular

C,= Concentracion final

V.= Volumen final

h) Método de siembra por difusion en pozo modificado:

Los frascos boeco con medio TSA para Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
con medio BHI para Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615, previamente
esterilizados mantenerlos a una temperatura de 45°C esto con el fin de controlar la
temperatura del medio de cultivo para que no inhiba el crecimiento bacteriano,
usar el termémetro para llegar a la temperatura de 45 °C, abrir los frascos y
colocar 24 ml de medio de cultivo en una probeta estéril, verter en la caja petri y
seguido de eso afadir 1 ml del inéculo bacteriano con una pipeta automatica de
1000ul, tapar la caja petri y agitar manualmente de manera suave hasta que se

mezcle por completo el indculo con el medio de cultivo; hacer este procedimiento
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por quintuplicado para cada bacteria, extracto y aceite esencial. Luego de tener
todas las cajas listas dejar en reposo de 20 a 30 minutos, hasta que se solidifique
el medio. Hacer 4 pozos para las cajas que contenian las concentraciones de aceite
esencial al 5% y 2.5% mas el control (+) y control (-), mientras que se hacen 3
pozos paras las cajas con el aceite esencial al 1.25% mas el control (+) y control
(-) y de igual manera con el extracto al 25% se haran solo 3 pozos. Hacer los
p0zos con una pipeta Pasteur estéril con diametro de 6.2 mm y en cada pocillo
agregar 50 pl de extracto al 25%, aceite esencial (5%, 2.5% y 1.25%), control
positivo (Clemizol) y controles negativos (DMSO en el caso de las placas con
aceite esencial y agua destilada estéril en las placas con el extracto). Etiquetar las
placas y finalmente llevarlas a incubacion a 37°C por 24 horas.

i) Interpretacion de los resultados:

Interpretar los resultados basandose en la metodologia de Prat (2006, pag. s.n).
Procedimiento:

Pasadas las 18 horas de incubacion examinar las placas. Las zonas de inhibicion
deberan ser circulares en una capa homogénea y uniforme de crecimiento.
Mantener las placas petri en un fondo negro no reflactante. Las zonas que son
tomadas como resultado positivo seran aquellas en las que no se observa
crecimiento visible del microorganismo a excepcién del control (-), que por su
naturaleza no debe generar halo de inhibicion.

Cabe mencionar que si se observa colonias individuales, se puede deber a que el
indculo estd muy diluido y se debe repetir la prueba.

Las medidas de los halos de inhibicidn seran anotadas con el uso de un pie de rey
en milimetros, para una mejor interpretacion de los resultados.

Hay categorias para su interpretacion tomadas de Prat (2006, pag. s.n):
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a) Sensible: diametro mayor, por encima del cual es sensible (S)

b) Intermedio: entre ambos didmetros la sensibilidad se considera intermedia o
indeterminada (1).

c) Resistente: un didmetro menor del halo de inhibicion, por debajo del cual el
microorganismo es resistente (R).

Cabe mencionar que las categorias previamente descritas seran utilizadas
Unicamente para evaluar la sensibilidad de nuestro control positivo Clemizol sobre
los microorganismos de estudio.

A continuacion, se evidencia una tabla con la interpretacion de los halos de

inhibicidn con las respectivas bacterias y antibioticos que se utilizaron.

Tabla 1. Interpretacién para estafilococos

Interpretacion para estafilococos

Diametro en milimetros

Antibacteriano Carga disco (ug) R I S

Penicilina 10U <28 — >29

Nota: Tomado de (Gamazo, L6pez, & Diaz, 2005)

Tabla 2. Interpretacidn para estreptococos

Interpretacion para estreptococos

Didmetro en milimetros

Antibacteriano Carga disco (ug) R I S

Penicilina 10U <19] - >28

Nota: Tomado de (Gamazo, L6pez, & Diaz, 2005)
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2.8 Analisis estadistico.

Se utilizo el programa estadistico Statistix version 10, aplicando las pruebas de:

Modelo Anova de una via y Prueba de Tukey All-Pairwise Comparison.

Modelo Anova de una via:
Método matematico creado para probar la hipotesis de que las
medias aritméticas de mas de dos grupos poblacionales son iguales.
El anéalisis de la varianza se basa en la descomposicion de la
variabilidad en dos partes, una parte que es debido a la variabilidad
entre las distintas poblaciones y otra parte que puede ser
considerada como la variabilidad intrinseca de las observaciones
(Yanez P., 2007, pag. 60).

Asi, los parametros utilizados para aceptar la hipdtesis alterna son:

e p<a

o PF>Ft

Mientras que los parametros para aceptar la hipotesis nula son:

e p>o

o F<Ft

Donde:

p: probabilistico calculado

a: nivel de significancia o error aceptable (0.05)

F: estadistico calculado; Ft: estadistico tabulado.
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Capitulo 3

3. Resultados y Discusion
3.1 Rendimiento de aceite esencial de Oreopanax ecuadorensis Seeman,
mediante el método de destilacion por arrastre de vapor.
El rendimiento se calculd, observando la cantidad de aceite obtenido por la
capacidad de masa que puede ocupar el destilador, que es de 5000 gramos.
El rendimiento del aceite esencial fue de 0.5 ml por cada 5000 gramos de material
vegetal equivalente al 0.05% del total de material vegetal y en referencia a lo
manifestado por Alzamora, Morales, Armas & Ferndndez (2001, péag. 158),
quienes en su estudio afiaden que un buen rendimiento de obtencion de aceite
esencial es que “en 100 gramos de material vegetal obtengamos 0.6 ml de aceite
esencial correspondientes al 3% del total del material vegetal”, podemos
considerar que Oreopanax ecuadorensis Seeman posee un rendimiento pobre de
componentes volalites. Sin embargo cabe mencionar que el contenido de
componentes volatiles en una planta dependeréa de la especie que sea.
3.2 Control de calidad del extracto de Oreopanax ecuadorensis Seeman.
El control de calidad del extracto de Oreopanax ecuadorensis Seeman, fue
realizado a través de:
a. Tamizaje fitoquimico.
b. Densidad relativa.
c. Indice de refraccion.
d. Solidos totales.
a) Tamizaje fitoquimico del extracto de Oreopanax ecuadorensis Seeman.
En la tabla 3 se resumen los resultados de cada uno de los ensayos realizados para

la determinacion de los diferentes compuestos, durante el tamizaje fitoquimico.
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Tabla 3. Ensayos realizados en el tamizaje fitoquimico del extracto de Oreopanax

ecuadorensis Seeman.

Ensayo Realizado Compuesto Quimico Resultado
Dragendorff Alcaloides (+++)
Mayer Alcaloides (+++)
Wagner Alcaloides (+4)
Baljet Lactonas ()
Borntrager Quinonas (+++)
Liberman-Buchard Triterpenos (+++)
Resinas Resinas )
Fehling Azucares Reductores (+++)
Espuma Saponinas (+++)
Tricloruro férrico Fenoles y taninos )
Ninhidrina Aminoécidos )
Shinoda Flavonoides ()
Kedde Cardiotonicos )
Antocianidinas Antocianidina (++4)

Nota: Resultados de los ensayos realizados en el tamizaje fitoquimico de Oreopanax ecuadorensis
Seeman, por, A. Gonzélez, 2015

Los resultados del tamizaje fitoquimico realizado al extracto de Oreopanax
ecuadorensis Seeman, evidencia la presencia de componentes quimicos. Del total
de 14 ensayos realizados se obtuvieron 8 ensayos positivos con un porcentaje del
57.12%, mientras que el 42.88% corresponde a los ensayos en los que se aprecio
la ausencia del componente quimico en la planta. Los resultados obtenidos no se
pueden comparar ya que no hay la suficiente informacion sobre estudios de

tamizaje fitoquimico realizados a la misma especie.
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b) Densidad Relativa
Los resultados se presentan en la tabla a continuacion, los cuales fueron
calculados siguiendo la metodologia del apartado correspondiente.

Tabla 4. Densidad relativa del extracto de Oreopanax ecuadorensis Seeman.

Lectura
1 2 3
Peso del picndmetro limpio en
gramos (m) 26,6695 | 26,6738 | 26,6797 | 26,6743333
Peso del picnémetro con analito en
gramos (m1) 34,0534 | 33,6281 | 34,2718 | 33,9844333
Peso del picnémetro con agua
destilada (m2) 36,0068 | 35,5929 | 35,9124 | 35,8373667
Densidad relativa (g/ml) 0,797781666

Nota: Valores obtenidos del célculo de la densidad en relacion masa/volumen, por A. Gonzélez,

2015

La densidad obtenida del extracto de Oreopanax ecuadorensis Seeman a 25°C es
de 0.79 g/ml y es menor a la densidad del agua a 25 °C con un valor de 0.99 g/ml;
lo que significa la presencia de compuestos volatiles presentes en el extracto y que
en consecuencia estos flotaran sobre el agua (Ortufio, 2006). Sin embargo el
resultado obtenido no se lo puede comparar debido a la ausencia de estudios
realizados a la misma especie.

¢) Indice de Refraccion

Los resultados se manifiestan en la siguiente tabla, los cuales fueron calculados

siguiendo la metodologia del apartado correspondiente.
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Tabla 5. indice de refraccion de Oreopanax ecuadorensis Seeman.

Extracto

Concentracion

25%
Repeticion IR Brix
1 1,368 22.5
2 1,37 23.5
3 1,369 23
Resultado | 1,369 23

Nota: Valores obtenidos de la lectura del refractémetro, por A. Gonzélez, 2015

El extracto al 25% de concentracion dio un indice de refraccion de 1.369. No
existen datos bibliogréaficos que permitan comparar con otros estudios.

La concentracion de azlcares se mide en grados Brix, los cuales son definidos
Unicamente a temperatura de 20°C. Si la solucion a 20°C tiene 30° Brix significa
que el liquido contiene 30% de sacarosa (Suarez, 2003). Por los resultados
obtenidos se evidencia que el extracto posee un 23% de sacarosa.

d) Sdlidos totales

Los resultados presentados en la tabla se obtuvieron mediante la ecuacion descrita

en el apartado correspondiente.
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Tabla 6. Sélidos totales de Oreopanax ecuadorensis Seeman.

Lectura
Cépsula 1 1 2 3
Peso de la capsula vacia en gramos
(P) 25,9852 | 25,9877 | 25,9764 25,9831
Peso de la capsula més el
remanente en gramos (Pr) 26,0904 | 26,1026 | 26,1142667 | 26,1024222
Volumen de la muestra en ml (V) 5 5 5 5
Sélidos totales en % 2,386444444

Nota: Valor de solidos totales presentes en el extracto en porcentaje, por A. Gonzalez, 2015

La presencia de solidos totales en el extracto al 25% fue de 2.386%, esto se debe a
la existencia de materia que permanece suspendida en el agua y se logra
visualizar, luego de evaporar y secar el extracto, dicha materia sobrante puede ser
de origen organico o inorganico (Carpio , Hernandez, & Duque, 2007).

3.3 Actividad antibacteriana del extracto y aceite esencial de Oreopanax
ecuadorensis Seeman.

Se realizaron dos ensayos para evaluar la actividad antibacteriana, los cuales
fueron: extracto fluido de Oreopanax ecuadorensis Seeman al 25% de
concentracion y aceite esencial al 5%, 2.5% y 1.25% de concentracion.

3.3.1 Extracto al 25% de concentracion en cepas bacterianas:

Se obtuvieron los resultados siguiendo la metodologia del apartado
correspondiente; en la siguiente tabla se detalla los resultados obtenidos con el

extracto al 25%.
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Tabla 7. Valores en mm del promedio de las 5 repeticiones, de la evaluacion de la
actividad antibacteriana del extracto de Oreopanax ecuadorensis Seeman al 25%,

control (+) y control (-) frente a las bacterias en estudio.

Halo en mm | Halo en mm Blanco Halo en mm
Extracto al (+) Clemizol Blanco (-) H20
25% concentracion de 80 | destilada estéril
ug/ml
Promedio 5 repeticiones X X X
Staphylococcus aureus 6 35.9 6
Streptococcus 10.4 19.6 6
pneumoniae

Streptococcus mutans 10.9 42.1 6
Streptococcus pyogenes 12.1 36.6 6

Nota: Resultados de los halos de inhibicién del extracto de Oreopanax ecuadorensis Seeman sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Streptococcus
mutans ATCC 25175 y Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 por, A. Gonzéalez. 2015.
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Los resultados alcanzados se visualizana continuacion:

Comparacion entre halos del extracto de Oreopanax
ecuadorensis Seeman al 25% y el control (+) Clemizol a
concentracion de 80 ug/ml

S. pyogenes 36,64

42,3  ™Extracto de Oreopanax

S. mutans ecuadorensis Seeman 25%

. = Control (+) Clemizol
S. pneumoniae

5,86

Patdégenos evaluados

S. aureus

0 20 40
Longitud del halo en mm

Figura 1. Promedio de los halos de inhibicion del extracto y Cle (+), sobre las cepas estudiadas, por A. Gonzalez,

2015

Los resultados obtenidos para el extracto fluido de Oreopanax ecuadorensis
Seeman, reflejé una actividad antibacteriana promedio de entre 10.4 a 10.7 mm de
didametro en los halos de inhibicion para Streptococcus mutans ATCC 25175, y
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, para Streptococcus pyogenes ATCC
19615 present6 halos de inhibicion promedio de 12.14 mm de didmetro, mientras
que para Staphylococcus aureus ATCC 25923 presento inhibicion bacteriana en
un promedio de 6 mm. Cabe mencionar que los 6 mm de didmetro corresponden a
la longitud del pozo donde se difundi¢ el extracto.

Asi podemos concluir que el extracto fluido de Oreopanax ecuadorensis Seeman,

no tiene efecto sobre bacterias gram positivas.
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El agua destilada estéril utilizada en todos los ensayos con las cuatro bacterias y
en las cinco repeticiones, como control negativo no produjo actividad inhibitoria,
demostrando que al utilizarlo como testigo negativo no influye sobre los halos de
inhibicion.
3.3.2 Evaluacion de la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Oreopanax ecuadorensis Seeman a las concentracion de 5%, 2.5% y
1.25% en cepas bacterianas.
En la tabla 8 se muestra los resultados promedio de las cinco repeticiones de la
actividad antibacteriana del aceite esencial de Oreopanax ecuadorensis Seeman, a
las diferentes concentraciones (5%, 2.5% y 1.25%), control (+) Clemizol, control

(-) DMSO (dimetilsulfoxido) frente a las bacterias en estudio.
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Tabla 8. VValores en mm del promedio de las 5 repeticiones, de la evaluacion de la

actividad antibacteriana de las diferentes concentraciones del aceite esencial de

Oreopanax ecuadorensis Seeman, al 5%, 2.5%, 1.25%, control (+) y control (-)

DMSO frente a las bacterias en estudio.

Haloenmm | Haloen | Haloenmm | Halo en mm Control | Halo en mm
aceite mm aceite aceite (+) Clemizol Control (-)
esencial al | esencial al | esencial al concentracion de 80 DMSO
5% 2.5% 1.25% ug/mi
Promedio 5 X X X X X
repeticiones
Staphylococcus 6 6 6 47.7 6
aureus
Streptococcus 6 6 6 20.3 6
pneumoniae
Streptococcus 6 6 6 41.7 6
mutans
Streptococcus 6 6 6 35.1 6
pyogenes

Nota: Resultados de los halos de inhibicion de las diferentes concentraciones del aceite esencial de

Oreopanax ecuadorensis Seeman sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus

pyogenes ATCC 19615, Streptococcus mutans 25175 y Streptococcus pneumoniae ATCC 49619,

por A. Gonzélez. 2015.

Los resultados obtenidos para las concentraciones al 5% y 2.5% se muestran en la

siguiente figura:
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Comparacion entre halos de inhibicion de aceite
esencial al 5% y 2.5% frente al Clemizol (+)

N
=

47,72
= 30 / $ 35,
2 20 20,28
S0 e e el ——Clmizol(®
% 0 . . 5 . Aceite esencial al 5%
E Q@} O‘Q{b 6@9 q}@ e Aceite esencial al 2,5%
= < ¢ S N
e & &
i c,-Q

Patogenos evaluados

Figura 2. Promedio de los halos de inhibicion del aceite esencial a 5% y 2.5% de concentracion y Cle (+),

sobre las cepas estudiadas, por A. Gonzélez, 2015.

Los resultados obtenidos para la concentracion al 1.25% se pueden observar a

continuacion:
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Comparacion entre el promedio de los halos de
inhibicion del aceite esencial 1.25% frente al Clemizol
)
: 30 1772
= 40 74
: \ 35,14
E 30
= =d—Clemizol (+)
20 \428
- >
2 10 Aceite esencial al
é" 6 6 6 6 1.25%
=0
5
& W o o
S g S q'
¢ S
%.
Patogenos evaluados

Figura 3. Promedio de los halos de inhibicion del aceite esencial al 1.25% de concentracion y Cle (+), sobre

las cepas estudiadas, por A. Gonzalez, 2015.

3.4 Andlisis estadistico

Para la presente investigacion se utilizo el programa estadistico “STATISTIX

version 107, para realizar los diferentes analisis de 10s resultados obtenidos con el

extracto fluido y el aceite esencial de Oreopanax ecuadorensis Seeman contra

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus mutans ATCC 25175,

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615.
3.4.1 Aceite esencial de Oreopanax ecuadorensis Seeman

Analisis de varianza de una via (ANOVA una via)
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En el andlisis estadistico ANOVA de una via se considerd a las cuatro bacterias
como: Saure, Spneu, Smuta Yy Spyog respectivamente para las tres
concentraciones de aceite esencial: 5%, 2.5% y 1.25%.

Tabla 9. Andlisis de varianza ANOVA de una via del aceite esencial de
Oreopanax ecuadorensis Seeman al 5% de concentracion frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus

pneumoniae ATCC 49619 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Anova de una via para: Saure Spneu Smuta Spyog
Fuente |DF SS MS |F P

Entre 3 | 6.00000 | 6.00000 |M M

Con 16 | 6.00000 | 6.00000

Total 19 | 6.00000

Gran 6 CVv M
media
Nota: Andlisis estadistico de los resultados de la investigacion, por: A. Gonzélez, 2015.

Tabla 10. Analisis de varianza ANOVA de una via del aceite esencial de
Oreopanax ecuadorensis Seeman al 2.5% de concentracion frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus mutans ATCC 25175,

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Anova de una via para: Saure Spneu Smuta Spyog
Fuente |DF SS MS |F P

Entre 3 | 6.00000 | 6.00000 |M M

Con 16 | 6.00000 | 6.00000

Total 19 | 6.00000

Gran 6 CVv M
media
Nota: Andlisis estadistico de los resultados de la investigacion, por: A. Gonzélez, 2015.
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Tabla 11. Anélisis de varianza ANOVA de una via del aceite esencial de
Oreopanax ecuadorensis Seeman al 2.5% de concentracion frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus mutans ATCC 25175,

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615

Anova de una via para: Saure Spneu Smuta Spyog
Fuente |DF SS MS |F P

Entre 3 | 6.00000 | 6.00000 |M M

Con 16 | 6.00000 | 6.00000

Total 19 | 6.00000

Gran 6 CVv M
media

Nota: Analisis estadistico de los resultados de la investigacion, por: A. Gonzélez, 2015.

El andlisis presentd como resultado un probabilistico de p= 0.001, siendo asi el
valor de a (0.05) mayor que p; para todas las cepas de estudio, Staphyloccocus
aureus ATCC 25923, Streptoccocus mutans ATCC 25175, Streptoccocus
pneumoniae ATCC 49619 y Streptoccocus pyogenes 19615.
Asi podemos sefialar que el aceite esencial de Oreopanax ecuadorensis Seeman,
no presentd, actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus ATCC
25923, Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus pneumoniae ATCC
49619 y Streptococcus pyogenes 19615.
Cabe mencionar que esto puede deberse a ciertas razones, una de
las ellas puede ser por la composicion quimica del aceite esencial y
lo dificil de atribuir la actividad antibacteriana a un compuesto en
especifico, probablemente debido a la complejidad de su

composicion y tambiéen por los efectos sinérgicos que pueden
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existir entre los principales componentes (Arancibia, Naspi, Pucci,
& Arce, 2010, pag. 124:125).
El dimetilsulfoxido (DMSQO) utilizado en todos los ensayos con las cuatro
bacterias y en las cinco repeticiones como control negativo no produjo actividad
inhibitoria, demostrando que al utilizarlo como diluyente no influye sobre los
halos de inhibicion.
Con lo sefialado no se permite aceptar la hipotesis planteada, la cual dice: El
aceite esencial de pumamaqui (Oreopanax ecuadorensis Seeman), si tiene efecto
antibacteriano frente a: Staphyloccocus aureus ATCC: 25923, Streptoccocus
pyogenes ATCC: 19615, Streptoccocus pneumoniae ATCC: 49619 vy
Streptoccocus mutans ATCC: 25175.
3.4.2 Extracto de Oreopanax ecuadorensis Seeman
Se considero las 4 bacterias como: Saure, Spneu, Smuta y Spyog respectivamente.
Tabla 12. Anélisis de varianza ANOVA de una via del extracto de Oreopanax
ecuadorensis Seeman frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 y

Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Anova de una via para: Saure Spneu Smuta Spyog

Fuente |DF SS MS F P

Entre 3 472.946 |157.649 |646.10 |0.0000

Dentro |16 3.904 0.244

Total |19 476.850 \

Gran 8.3500 |CV 5.92
media
Variable Media
Saure 6.0000
Spneu 10.400
Smuta 10.860
Spyog 12.140

Nota: Andlisis estadistico de los resultados de la investigacion, por: A. Gonzalez, 2015
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Tabla 13. Test de Tukey HSD ALL-Pairwise Comparisons del extracto de
Oreopanax ecuadorensis Seeman y halos de inhibicion de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus pneumoniae

ATCC 49619 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Prueba de Tukey HSD All-Pairwise Comparisons

Variable Media Grupos Homogéneos

Spyog 12.140 A

Smutan 10.860 B

Spneu 10.400 B

Saure 6.0000 C

Alfa 0.05 Error estdndar de|0.3124
comparacion

Valor 4.047 Valor critico de|0.8940

critico Q comparacion

Nota: Analisis estadistico de los resultados de la investigacion,por: A. Gonzélez, 2015

Donde: Saure = Staphylococcus aureus ATCC 25923, Smut = Streptococcus
mutans ATCC 25175, Spneu = Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 y Spyog
= Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Mientras que para el extracto de Oreopanax ecuadorensis Seeman, se considero la
unica concentracion frente a las cuatro bacterias de estudio.

El anélisis dio como resultado un probabilistico de p= 0.0000 siendo menor al o
(0.05), dando como resultado la actividad antibacteriana del extracto frente a
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 con un halo de inhibicion promedio de
10.4 mm, Streptococcus mutans ATCC 25175 un halo promedio de 10.9 mm y
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 un halo promedio de 12.1 mm, siendo
Unicamente Staphylococcus aureus ATCC 25923 la cepa que mostrd resistencia
hacia el extracto con un halo de inhibicion promedio de 6 mm, generando el
incumplimiento del parametro establecido.

El test aposteriori de Tukey para Streptococcus pyogenes ATCC 19615 mostro

una mayor cifra de inhibicion en la concentracién al 25% del extracto con 12.1
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mm de diametro en el halo, evidenciando homogeneidad con las demas
repeticiones, siendo asi el grupo A.

Para Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 y Streptococcus mutans ATCC
25175, fueron clasificadas en grupo B, al no presentar diferencias significativas
entre la dimension de sus halos promedio que oscilaron entre 10.4 y 10.9 mm.
Mientras que, el grupo C es para Staphylococcus aureus ATCC 25923, con un
didmetro promedio de 6 mm, demostrando resistencia hacia el extracto fluido.
Mientras que, el Clemizol (Penicilina) utilizado en los ensayos con aceite esencial
de Oreopanax ecuadorensis Seeman, con las cuatro bacterias, en las tres
concentraciones (5%, 2.5% y 1.25%) y en las cinco repeticiones respectivamente
como control positivo, dio resultados de inhibicién bacteriana, con halos de
inhibicion promedio para Staphylococcus aureus ATCC 25923 de 47.7 mm,
Streptococcus mutans ATCC 25175 de 41.7 mm, Streptococcus pneumoniae
ATCC 49619 de 20.3 mm, y Streptococcus pyogenes ATCC 19615 de 35.1 mm,
en tanto que, para los ensayos con extracto fluido al 25% también presento
inhibicion bacteriana con valores promedio en sus halos de inhibicion de: 32.76
mm para Staphylococcus aureus ATCC 25923, 19.6 mm para Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619, 42.1 mm para Streptococcus mutans ATCC 25175 y
36.6 mm para Streptococcus pyogenes ATCC 19615 (ver tabla 1 y tabla 2), y asi
concordar con lo dicho por (Pizarro, Las Heras , & Hidalgo , 1985) y (Alvarez,
Céceres, & Gavilanes, 1995), quienes en su estudio concluyen que el Clemizol
tiene una efectiva actividad antibacteriana frente a bacterias causantes de

enfermedades respiratorias.
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Conclusiones
La especie Oreopanax ecuadorensis Seeman presentd un rendimiento de aceite
esencial de 0.05 % del total del material vegetal-
Las concentraciones evaluadas de aceite esencial de Oreopanax ecuadorensis Seeman
(5%, 2.5% y 1.25%), no presentaron didmetros mayores de 6 mm, mostrando que el
aceite esencial no presenta actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus pneumoniae
ATCC 49619 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615.
La concentracién del extracto de Oreopanax ecuadorensis Seeman al 25%, mostré un
impacto maximo de 12.1 mm de inhibicion bacteriana, lo cual refleja que el extracto
presenta componentes quimicos que pudieren afectar al crecimiento bacteriano.
Solo Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Streptococcus mutans ATCC 25175 y
Stretococcus pneumoniae ATCC 49619, presentaron sensibilidad con valores
promedio entre 10 a 12 mm de diametro en sus halos de inhibicién, mientras que
Staphylococcus aureus ATCC 25923, no presentd valor en sus halos de inhibicion,
determinando que el extracto de Oreopanax ecuadorensis Seeman, no tiene actividad

frente a esta bacteria.
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Recomendaciones

Evaluar el extracto y aceite esencial de Oreopanax ecuadorensis Seeman, para
combatir bacterias gram negativas como: Haemophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis, Mycoplasma pneumoniae y Pseudomona aeruginosa, causantes de
enfermedades respiratorias.

Continuar con la evaluacion del efecto antibacteriano utilizando otras especies
endémicas del Ecuador como: Floripondio (Brugmansia incana Ruiz & Pav), o
Salvereal (Lepechinia rufocampii Epling & Mathias), especies que segun Cerén son

las mas utilizadas dentro de la Etnofarmacia Andina.
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ANEXos

Anexo 1. Plantas medicinales silvestres y de los mercados en los andes del

ecuador. *=Endémica, M= Plantas medicinales de mercados, S= Plantas

medicinales silvestres

Nombre Cientifico Nombre Comun M S Afeccion que trata
Agave americana L. Cabuyo negro Gripe, tos, reumas, resfrio
Agrostemma insignis L. Oreja de burro X Resfrio
Amaranthus caudatus L. Sangoracha X Antifebril, resfrio, nervios
Apium graveolens L. Apio X Estomacal, presion, resfrio
*Aristeguietia glutinosa
(Lam.) R.M King & H. Rob Matico X X Resfrio, cicatrizante, inflamacién
Borago officinalis L. Borraja X Tos, gripe, antifebril
Cestrum peruvianum Willd.
Ex Roem. & Schult Sauco X Caspa, resfrio
Chuquiraga jussieui J.F.
Gmel Chuquiragua X X Resfrio, tos, gripe,paludismo
Eucalyptus globulus Labill. Eucalipto X Resfrio, gripe
Juglans neotropica Diels Nogal X X Resfrio, reumas,cefalea
Morella parvifolia (Benth)
Parra-O. Laurel X X Resfrio,limpiados
*Qreopanax ecuadorensis
Seem. Pumamaqui X Resfrio, bafio caliente
Oxalis lotoides Kunth Ocayuyo X Granos, resfrio, estomacal
Salvia rumicifolia Kunth Salvereal X Reumas, artritisResfrio, tos
Sambucus nigra L. Tilo X Tos, resfrio bronquitis
Thymus vulgaris L. Tomillo X Resfrio, estomacal
Urtica leptophylla Kunth Ortiga machi X X Cefalea, limpiados, resfrio
Violeta odorata L. Violeta X Tos, gripe, bronquitis

Nota:Herbario Alfredo Paredes (QAP),Escuela de Biologia de la Universidad Central del Ecuador,

2006, p
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Anexo 2. Certificado del Herbario Nacional de la PUCE de Oreopanax

ecuadorensis Seeman.

Quito, 22 de Septiembre del 2015
CERTIFICADO DE IDENTIFICACION

El espécimen examinado corresponden a:

Oreopanax ecuadorensis Seem.

o Clase: Equisetopsida C. Agardh

« Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
o Superorden: Asteranae Takht.

« Orden: Apiales Nakai

o Familia: Araliaceae Juss.

o Género: Oreopanax Decne. & Planch.

o especie: ecuadorensis Seem.

e Nombre comiin: puma maqui

/

Alvaro J. Pérez

Curador de Angiospermas, Herbario QCA
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Anexo 3. Pesaje del material vegetal molido, previo al proceso de percolacién

Nota: Investigacion, por: Andrés Gonzalez, 2015
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