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RESUMEN

Actualmente el acné afecta al 80% de los adolesseitinicio de la pubertad; entre
los 14 y 17 afios en mujeres y entre los 16 y 1®oembres. La presente investigacion se
realiz6 en los laboratorios de Ciencias de la \digléa Universidad Politécnica Salesiana,
con la finalidad de: determinar los compuestogjfifmicos presentes en los extractos
acuoso y etandlico (al 70% y 96%) de las cascaaRl@tano Nlusa paradisiacd..) y
evaluar la actividad antimicrobiana de estos etdsafrente @ropionibacterium acnes,
el mismo que fue adquirido mediante la empresa NBAQI, para la elaboracion de un

gel natural como una alternativa a los producto®8cos.

La caracterizacion fitoquimica se realiz0O mediamriebas de laboratorio
comprobandose la presencia de taninos y flavon@dealtas cantidadesaponinas en

cantidades moderadas en los tres extractos praesddslas cascaras de Platano.

La actividad antimicrobiana se evalué medianterdétodos: el primero por el método
de difusion de discos de los extractos acuosonpbta, como control positivo se utilizo
Tetraciclina y Eritromicina, como control negatige empled agua destilada estéril,
estableciendo que el EECP-96% tiene mayor activaiichicrobiana ya que genero un
halo de inhibicién de 13.33 mm, mientras que eBECP-70% se observd un halo de
inhibicion de 7.67 mm y el EACP present6 un halintiéicion de 6.33 mm. El segundo
método de evaluacion fue la microdilucion en catdo el fin de determinar del CMI,
utilizando el método de doble dilucion con concaeitbnes de 83%, 41.5%, 20.75%,
10.38%, 5.19%, 2.60%, 1.30%, 0.65% para el EECP:38&1%, 31.5%, 17.575%,

8.88%, 4.44%, 2.22%, 1.11%, 0.56% para el EECPy@%42%, 21%, 10.5%, 5.25%,
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2.63%, 1.31%, 0.66%, 0.33% para el EACP, estahidoida CMI del EECP-96% al
20.75%, y del EECP-70% al 35.5, concluyendo queoaneltractos etandlicos presentan
actividad antimicrobiana frenteRropionibacterium acnegresentando mayor eficacia

el EECP-96%mientras que el extracto acuoso no presenté dicthadad.

Una vez comprobada la actividad antimicrobianaglaboro el gel con el EECP-96%,
obteniendo un producto homogéneo es decir con teaistccas organolépticas

agradables.

PALABRAS CLAVES: cascaras de PlatanMusa paradisiacd..-, extractos, acné,

compuestos fitoquimicos, actividad antimicrobiaDsll, Propionibacterium acnes.
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ABSTRACT

Acne currently affects 80% of teenagers at the tooflspuberty; between 14 and 17
years in women and between 16 and 19 in men. Tésept investigation was carried out
in the Life Sciences laboratories of the Univerdid®olitécnica Salesiana, with the
purpose of: determining the phytochemical compoupdssent in the aqueous and
ethanolic extracts (70% and 96%) of the Bananasi{ekelsa paradisiacd..) and evaluate
the antimicrobial activity of these extracts agaPiopionibacterium acneshich was
acquired through the MEDIBAC company, for the pragan of a natural gel as an

alternative to synthetic products.

Phytochemical characterization was carried out diyotatory tests, verifying the
presence of tannins and flavonoids in high quastitand of saponins in moderate

quantities in the three extracts from Banana peels.

The antimicrobial activity was evaluated by two huets: the first by the method of
diffusion of disks of aqueous and ethanolic exgatetracycline and Erythromycin were
used as a positive control, sterile distilled wateas used as a negative control,
establishing that EECP-96% It has greater antirbiat@ctivity since it generated a 13.33
mm inhibition halo, while in the EECP-70% a 7.67 nmmibition halo was observed and
the EACP presented a 6.33 mm inhibition halo. Témosd method of evaluation was
broth microdilution in order to determine the Migsing the double dilution method with
concentrations of 83%, 41.5%, 20.75%, 10.38%, 5,18%0%, 1.30%, 0.65% for the
EECP-96%; 71%, 31.5%, 17,575%, 8.88%, 4.44%, 2.22%.%, 0.56% for the EECP-

70% and 42%, 21%, 10.5%, 5.25%, 2.63%, 1.31%, 0,66%3% for the EACP,
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establishing the CMI of the EECP-96% to 20.75%, ahdhe EECP-70% to 35.5,
concluding that both ethanolic extracts show amiiobial activity against
Propionibacterium acnes, with the EECP-96 beingenediective %, while the aqueous

extract did not show such activity.

Once the antimicrobial activity was verified, thel gvas made with the EECP-96%,

obtaining a homogeneous product with pleasant @igatic characteristics.

KEYWORDS: Banana peelsMusa paradisiacd..-, extracts, ache, phytochemical

compounds, antimicrobial activity, MI®@ropionibacterium acnes.
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CAPITULO 1

1.1 INTRODUCCION

Actualmente el 80% de los adolescentes al inicila geibertad se han visto afectados
por una de las patologias dérmicas mas frecueni®® @s el acné, las edades mas
propensas para adquirir este padecimiento son lestfiel y 17 afios en mujeres y entre
los 16 y 19 afios en hombres. Se ha comprobadoayusnayor impacto en las mujeres
gue en los hombres, sin embargo, en ellos el ané mayor gravedad desde el punto
de vista clinico, ya que presenta granos en mayoafio y cantidad, por lo que son mas
notorios (Meza & Vargas, 2013). Ciertos factoremacel sol, cambios hormonales,
alimentos grasos, infecciones bacterianas, factes&E®logicos y el factor hereditario
contribuyen a agravar el acné, para ello existenas tratamientos para esta enfermedad
con diferentes métodos como inyecciones, cirugraspas con componentes naturales o
qguimicos, antibidticos, tratamientos con plantastrgs elementos con la finalidad de

reducirlo o quitarlo (Gonzalez, 2009).

Los antibiéticos han sido utilizados desde hace hmugara tratar enfermedades
bacterianas, sin embargo, varios estudios ciensiiobre el acné tratado con antibiéticos
manifiestan que estos no son muy eficaces, debig® ase han reportado algunos casos
de resistencia bacteriana, por ello una antibitérepia de origen natural seria una
alternativa prometedora. Entre el 30% y 40% depbuigentes que utilizan antibioticos,
incumplen con las prescripciones médicas, desanwdl resistencia a las cepas
bacterianas, por lo que se ha buscado alternativasoductos naturales con fines
terapéuticos formulados como medicamentos 0 cososetijue garanticen eficacia

terapéutica e inocuidad de los mismos (Coba, 2017).



En nuestro pais predomina una gran variedad detaplay frutos que tienen
propiedades antimicrobianas, antioxidantes, ckattes, calmantes, etc.; tales como el
platano, limon, naranja, sabila, entre otros. Estesien ser utilizados para la elaboracién
de medicamentos o0 cosméticos naturales para entietto del acné y demas
enfermedades de la piel, contribuyendo de manes#iy@al organismo humano al no

generar resistencia bacteriana.

El platano o banano pertenecen al género de laaddas. Actualmente es uno de los
frutos mas cultivados en la region Litoral del Edmra siendo nuestro pais, uno de los
principales exportadores de la mayor cantidad dam@en el mundo (Rodriguez Cadena,

2009).

En los inicios del afio 1980, muy pocas cepa$apionibacterium acnegenian
resistencia a los antibiéticos utilizados contraaehé. En esos ultimos afios se ha
encontrado un aumento considerable de resisteneillag6 al 60% en pacientes tratados
con eritromicina y clindamicina y a un 22% en legipntes que utilizaron tetraciclina.
Para reducir o controlar la resistencia bacteriaealebe limitar el uso de antibidticos a
periodos cortos, emplear terapias combinadas, emxigdo de benzoilo y antibidticos

topicos (Meza & Vargas, 2013).

En los ultimos treinta afios han surgido diversascpios activos que modifican el
tratamiento del acné, por ello, persisten difereogniones sobre la indicacion, dosis y
las asociaciones de estos farmacos. A mas desdflarspublicado y difundido guias para
el tratamiento del acné en algunos paises comaiBra@anada, Alemania y Estados
Unidos, entre otros. Sin embargo, ha sido necesafamular algunos conceptos y
establecer ciertas pautas, asi como también inuhgvos farmacos y excluir algunos o

modificar las caracteristicas de uso (Olivateal., 2004).



Algunos expertos del Centro de Investigacion sdbiteterapia (INFITO) y la
Sociedad Esparfiola de Quimioterapia (SEQ), marafiesue las plantas medicinales
pueden convertirse en una alternativa valida frentles antibioticos sintéticos en
infecciones producidas por bacterias o virus resiss a los tratamientos tradicionales

(Meza & Vargas, 2013).

1.2 Planteamiento del problema

El acné es un padecimiento muy comun que afectd%l de los jovenes entre 12 y
18 aflos y a mas del 30% de quienes sobrepasah &®2 de edad; como consecuencia
de infecciones microbianas, cambios hormonalesagueentan la produccién de grasa,
estrés, algunos farmacos y algunos alimentos. Er#microorganismos que constituyen
la micro-flora bacteriana del foliculo pilosebace®m considera dPropionibacterium
acnescomo uno de los agentes que interviene en el pgpan#amatorio en los diversos
grados de acnéulgaris a esto se suma su resistencia a los antibidtonsal constituye
un problema muy importante en el tratamiento deéaen los ultimos afios se encontré
que la resistencia d& acnesaumentd un 60% y 22% para Eritromicina y Tetracadi

respectivamente (Meza & Vargas, 2013).

Se caracteriza por presentar comedones cerradmglanmmatorios (puntos blancos),
comedones abiertos (puntos negros) o lesionesnaftaias (papulas, pustulas, nédulo-
quistes, cicatrices); que se localizan en las adeata piel con mayor componente

glandular sebaceo: cara, pecho y regién superidrateo (Rodriguez & Mora, s.f)).

El 64% de los adolescentes con acné se sientegaazados, el 55% consideran que
es el aspecto mas dificil de la pubertad, el 718sgmta menor confianza en si mismos,
23% presenta dificultad para hacer amigos y el pidblemas en el area educatika.

estudios recientes se demostré un predominio dmbi@r materna; en los casos de acné



moderado a severo se encontr6 que un 19.9% tiemerantecedente familiar,
aproximadamente el 79.1% de pacientes presentamedad leve y 14% moderada a

severa (MSP, 2016).

Por otra parte, las industrias bananeras y plaanemiten una gran cantidad de
residuos como cascaras, pulpas, etc.; que no seagados o reciclados adecuadamente
debido a la falta de conocimiento sobre el tratatoiee este recurso (Haebal, 2017),
por ende esto provoca grandes problemas ambieryi@algae generan gases de efecto
invernadero al descomponerse (A. B. Guerrero et 2015). Estos residuos no
contribuyen a la nutricion del suelo, sino que @htrario estos impactan de manera
negativa al ambiente al provocar el crecimientaliflerentes microorganismo en zonas
donde no deberian crecer, por lo que afectan & amdtivos, obstruyen caferias,
acumulan agua y aparecen hongos en lugares inattec(Moreira, 2013), por ello se
ha visto en la necesidad de plantear alternatarsasdbles a estas industrias para que de
esta manera se aproveche de manera positiva estdaas, promoviendo es desarrollo

de nuevos ingredientes o productos que generealanagregado (Garcia, 2013).

Por lo tanto, se propone una alternativa de satupira aprovechar los residuos
emitidos por las industrias bananeras, obteniengtldigando los extractos provenientes
de la cascara de platano para la creacion de upagelel tratamiento del acné, ya que
dichos residuos tienen propiedades antimicrobiaretsrales que podrian evitar la

proliferacion y resistencia bacteriana.

1.3 Formulacién de la pregunta de investigacion

¢ Poseen los extractos de la cascara de platdnea(paradisiacal.) actividad
antimicrobiana frente Bropionibacterium acnepara su uso en la elaboracion de un gel

antiacné?



1.4 Justificacion

El platano desechado por las industrias y banagerara residuos que no tienen una
gestion adecuada presentando consecuencias negadieala salud humana y el medio
ambiente, tales como la generacion de gases de @fgernadero, la contaminacion del
suelo, agua, aire, pérdida de biodiversidad entreso(Pilco Romero, 2017). Los
subproductos obtenidos de la produccion del platabanano se han convertido en la
una fuente de biomasa disponible para su uso coateria prima para el desarrollo de
nuevos productos, que otorgan un valor afiadidaellag materiales considerados como
desechos. Compuestos tales como pectinas, celolosaales, carbohidratos, colorantes
naturales, compuestos antioxidantes, aromas,hete.sido identificados en las cascaras

de platano y utilizados en las diferentes indusifizergal, 1993).

El acné al ser una enfermedad crénica de la glandilbsebacea, causada por
infeccion bacteriana principalmente pdPropionibacterium acnes,necesita de
antibioticos para su tratamiento y debido a queénsemplen con los parametros de
medicacion, algunas cepas bacterianas han deadoalesistencia a los antibidticos
(Rodriguez & Mora, s.f). Por tal motivo, la cienbiasca reemplazar estos antibioticos de
origen quimico o sintético por sustancias menoscasxextraidas principalmente de
plantas, vegetales y frutas, ya que estas puedgonaionar metabolitos bioactivos como
una alternativa positiva para el tratamiento deerdias patologias, en este caso para el
acné. A demas la mayoria de las plantas que sliradts en tratamientos terapéuticos
son conocidas por sus propiedades farmacologicpsryconocimientos ancestrales

(Vergara, 2009).

La cascara de platano, posee una gran cantidabtignas, vitaminas y compuestos
fendlicos, siendo una fuente natural de propiedadé@exidantes y bactericidas que son

beneficiosas para el cuidado de la piel, pocodasticlinicos han demostrado que este
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tratamiento —aplicar la corteza o pulpa- es efipara sanar heridas, quemaduras,

picaduras y acné (Matte, 2016).

1.5 Limitacion del problema

La investigacion se realizo en los laboratorio€amcias de la Vida de la Universidad
Politécnica Salesiana sede Cuenca. Las principagciones para este trabajo de

investigacion fueron:

El acceso al microorganismo Propionibacterium acnes

* Encontrar una formulacion adecuada que incluyastéakocomponentes y sea
eficaz para el tratamiento del acné.

» Escasa informacién disponible en cuanto a Propambésium acnes.

* Recursos econdmicos para la adquisicion del migesdsmo como cepa

ATCC.

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo General

Evaluar la actividad antimicrobiana de los extraatanolico y acuoso de la cascara
de platano Mlusa paradisiacd..) frente aPropionibacterium acnegara su uso en la

elaboracion de un gel antiacné.

1.6.2 Objetivos Especificos

» Identificar los compuestos fitoquimicos presentedos extractos etandlico y
acuoso mediante pruebas de laboratorio para sifica@bn fitoquimica.

* Evaluar la actividad antimicrobiana de los extra@tanolico y acuoso mediante
el método de difusion en agar, determinando quea&xt tiene mayor efecto

antimicrobiano.



» Establecer la concentracion minima inhibitoria (CNH los extractos etandlico y
acuoso a través del método de microdilucién enocaldterminado su actividad
microbiana frente Bropionibacterium acnes

e« Comparar la actividad antimicrobiana de los extractnediante analisis

estadistico, determinando el mas adecuado palablaracion del gel antiacné.
1.7 Hipotesis

Los extractos etandlico y acuoso de la cascaratno Musa paradisiacd..) tienen

actividad antimicrobiana frenteRaopionibacterium acnes



CAPITULO 2

MARCO DE REFERENCIA

2.1 Estado del Arte

En el mundo entero existe un gran interés por lipmductos procedentes de la
cosecha del platano y su posible uso en los diesertampos industriales. Scettal
(2014) manifiestan que los subproductos del platales como: rizomas, pseudo-tallos,
hojas, cascaras, etc., son fuentes de biomasaaftgeocon grandes potenciales de
aplicacion industrial, dando mayor importancia aentenido de compuestos naturales
bioactivos, ya que de ellos dependen sus propiedadéoxidantes, cicatrizantes,

antibacterianas, etc.

Niamah (2015) en su estudio extrajo los compudstagtivos presentes en la cascara
de bananoNusa accuminafamediante seis solventes diferentes (acetona,noleta
etanol, etil acetato, benceno y agua), identificdadoresencia de compuestos fendlicos,
flavonoides, saponinas y glicésidos en los diferemxtractos; siendo el metanol y el
etanol los que presentaron mejor rendimiento deaesibn. El extracto metandlico se
sometid a pruebas de actividad antimicrobiana deara$o su poder de inhibicion frente
a levaduras, bacterias Gram negativas y Gram pasitiEste extracto fue analizado
mediante GC-MS, en el cual se identific6 compuebtoactivos como pirogalol, acido
pentadecandico, acido benzdico, acido octadecandis®-hexadecenal y cis-9-acido

hexadecendico.

En el estudio “GC-MS analysis of bioactive compdedinom banana peeMusa
sapientumpeel)” realizado por Waghmare & Kurhade, (201@nptaron determinar la
presencia de posibles compuestos bioactivos eslzara de bananblsa sapientuin

obtenidos del extracto etandlico, mediante el usoGEL-MS se identificaron varios



compuestos como: estragol, éster (2-etilhexilatjdo benzendicarboxilico, éster etilico
del &cido hexadecandico, éster etilico del acidamparico, epicatequina, galocatequina

B-tocoferol y vitamina E.

Mordi et al. (2016) enfocaron su investigacion en dos variesla@éebanano Nigeria
(Musa paradisiaca colly Musa sapientuin a los mismos que sometieron a un proceso
de extraccion con metanol y a un posterior anatigsisualificacion fitoquimica, el cual
permitié la identificacion de esteroides, saponit@penoides, antraquinonas y taninos.
A maéas de ello, evaluaron la actividad antimicrobiamediante varias pruebas
demostrando la efectividad de los extractos frantarias bacterias, tales comBacillus
spp, Escherichia coli, Pseudomonas spp., Klebsiplieumoniae, Staphylococcus

aureus,y Streptococcus spp.

Investigaciones como la de Padélzal.(2016) sobre “Extractos de cascara de platano
macho aceleran la cicatrizacion” demostraron querateso cicatrizante de una lesion
tratada con la cascara de esta especie de plaagoat y, en algunos casos, mas eficaz
frente a los productos que se venden de manerarcainein embargo, aun esta por

identificarse el principio activo.

Ehiowemwenguaet al.(2014) revelan que los extractos etandlicos dedasaras de
platano tienen mayor capacidad antimicrobiana érenbacterias com®taphylococcus
aureus, Salmonella typlyyMicrococcus luteusisi mismo Mokbel & Hashinaga, (2005)
determinaron la capacidad antibacteriana y antakiE de la cascara de platano,

tratdndose la muestra con diferentes solventes.

Meza & Vargas (2013) en su investigacion utilizaebaceite esencial de Hierba Luisa
(Cymbopogon citratyscontra Propionibacterium acnesjemostrando la eficacia del

efecto antimicrobiano contRropionibacterium acnes.



Matiz et al (2012) dan a conocer que los tratamientos artéhianos realizados con
aceites esenciales de naranja y albahaca a pexsmmasné dieron excelentes resultados,
mientras que los tratamientos mixtos y queratoigticon acido acético debido a sus
propiedades antisépticas y queratoliticas, poutmermitieron mejorias por encima del

75%.

Existen escasa informacion sobre investigaciora&eglas con la cascara de platano
o alguna de sus variedades sobre el acné, delgjde s compuestos bioactivos que le

otorgan su capacidad antimicrobiana no han sidaiftados especificamente.

2.2 Marco Conceptual

Se elabora una revisiéon bibliogréafica con los cptm® basicos en los cuales se basa

la investigacion

2.2.1 Actividad Antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se refiere al proceseomatar microorganismos o inhibir
Su accion patogena, el antimicrobiano puede sévaamtériano, antifingico o antiviral,

tienen diferentes modos de accion, pero el misropgsito (Ramoén & Gonzalez, 2008).

2.2.2 Antimicrobiano

Los antimicrobianos son medicamentos que a bajaseotraciones actua contra los
microorganismos destruyéndolos o impidiendo su ireato, estos pueden ser
antibacterianos, antivirales, antimicoticos, antimbiacterianos, antiparasitarios y

antirretrovirales (Giron, 2008).

2.2.3 Resistencia a antibiodticos

La resistencia a los antimicrobianos se generadmulaxs microorganismos —bacterias,

virus, hongos o parasitos-, sufren cambios, yalgsigacientes no cumplen con los
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tratamientos recetados, por lo que estos medicaseljan de ser eficaces, generando
resistencia, por lo que resulta muy preocupantaldebque las patologias causadas por
microorganismos resistentes pueden causar la mdektpaciente, trasmitirse a otras
personas y sobre todo generar costos muy altosepaedamiento de los mismos (OMS,

2017).
Existen dos tipos de resistencia bacteriana lasgca y la adquirida.

* Resistencia intrinseca: se da cuando los micromgas carecen de sitios de
accion especificos o0 poseen barreras naturalesegu@n la accion de los
antibioticos.

* Resistencia adquirida: ocurre cuando se dan madiboes en el material
genético de los microorganismos, por ende, si dibiatico alguna vez tuvo
eficacia terapéutica frente a una bacteriana efsgedl adquirir resistencia, este

ya no sera efectivo (Samaniego Rojas, 1999).
2.2.4 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son moléculas que poseen mas grupos hidroxilo en su
composicion unidos a un anillo aromatico. Estasgmées en frutas, hortalizas, raices y
cereales. Estos compuestos cumplen funciones ntietbiinportantes en las plantas es
decir en su crecimiento y reproduccion, asi comdaeproteccion contra patégenos

externos y el estrés, ademas las protege de kcradiUV (Pefarrietat al, 2014).
2.2.5 Taninos

Los taninos son compuestos polifendlicos astriregentpor lo tanto, poseen
propiedades hemostaticas, antisépticas y tonifsanue le otorgan una capacidad
antimicrobiana, a mas de ellos son consideradasxaidntes y previenen la aparicion

de enfermedades degenerativas de la piel (LIe2&is8).
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2.2.6 Acné

El acné es un trastorno de la piel que ocurre cuéslfoliculos pilosos se llenan de
grasas y células muertas, ocasionando la presdmc@medones, puntos negros y granos,

generalmente en el rostro, pecho, espalda (MayocCR2018).

2.3 Bases Teoricas

2.3.1 Platano Musa paradisiacd..)

El platano es un fruto muy carnoso cubierto por céecara gruesa que le sirve de
proteccion, generalmente crece en racimos, cuastdanegaduro es de color amarillo, de
sabor por lo que se come crudo, asado, frito; cuasth verde, no es dulce y se come

frito, tiene un tamafio promedio de 10 a 25 cm yneidio aproximadamente de 4 cm.

A demas el platano es una fruta climatérica, es dae no madura en el propio arbol,
ya que, de hacerlo asi, estaria propensa a safiivsdpor insectos, roedores y otros
animales, a mas de ello la calidad del fruto siefeciente en comparacion con el platano
madurado fuera de la planta, debido a que la Gahtitk sus componentes principales

disminuye (Torregt al, 2003).

Figura 1. Platanos en estado inmaduro y maduro.

Fuente: (La Vanguardia, 2018)
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2.3.1.1 Origen del Platano

El platano Musa paradisiacd..-, dentro de la agricultura es uno de los cuftiveas
importantes, al ser considerado como uno de lésdioasicos en la alimentacion del ser
humano, ya que, es de facil acceso debido a swalgoeconomico y a su alto contenido
de nutrientes benéficos (Infoagro, 2005). Existagistros muy antiguos procedentes de
la India -600 a.C- sobre platanos comestibles, iamdvidencias que apoyan la presencia
de los primeros cultivos en Papua, Nueva Guinea @80 o 10000 afios. Estos cultivos
de platano fueron introducidos a Europa en el sKlg a inicios de siglo XIV los
portugueses transportaron la planta desde la oostdental africana hacia Sudamérica.
Para su adaptacion y crecimiento necesitan deima cialido, de humedad constante en
el aire, de una temperatura media de 26 a 27 ¥Cljwoas prolongadas y regularmente
distribuidas, este alimento constituye el cuaritivaude frutos mas grande en el mundo

(Rosales Reynoso, 2012).

2.3.1.2 Platano en Ecuador

El platano Musa paradisiacd..-, es cultivado en mayor cantidad en las proascie
El Oro, Los Rios y Guayas del Ecuador, siendo fido por las condiciones
geograficas y climaticas, convirtiendo a este gaisel principal exportador y cuarto

productor de banano de calidad a nivel mundial éles, 2018).

En el Ecuador cada afio se producen 6 millonesridatas de platano, la mayoria
para exportacion, representando el 80% de la poialutotal de este fruto exoético, por
ende, el Ecuador es el principal exportador deapté para la Union Europea (Jeproll,

2009).

A los platanos de exportacion se los somete a ntratale calidad intensivo, con la

finalidad de que lleguen a su destino en el estiedmadurez adecuado, libre de golpes,
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manchas y patégenos, se estima que el rechazs &élianos en el puerto no sobrepasa

al 2% de las exportaciones anuales (Moreira, 2013)
2.3.1.3 Descripcion Botanica

El platano Musa paradisiacd..-, no es una planta sino una megaforbia, es dear
hierba herbacea perenne, que forma una mata ée735n de altura, llamado platanero,
del cual renacen individuos llamados: madre, mjata, con nombre cientificdviusa
sp), perteneciente a la familia de Misisdceasel conjunto de platanos forma el racimo

(INTA, s.f).

Lamma =y

Planta nigta ——

— Rizama

Figura 2. Partes de un platanero.
Fuente: (Rosales Reynoso, 2012)
La variedadMusa paradisiaca.., es un hibrido entre las especies silvesiesa
balbisianay Musa acuminataEsta planta se compone de un tallo verdaderoaioas —
cormo- y un tallo falso —pseudotallo-,las hojagseuentran entre las mas grandes del

reino vegetal, son de color verde o amarillo vendosn los margenes lisos y las
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nervaduras pinnadas, cada platanero tiene normtdraatre 5 y 15 hojas, posee 10 hojas
cuando estd madura, las inflorescencias surgexvéstdel pseudotallo, en el centro de
la corona de las hojas que estan protegidas potelasase producen flores femeninas que
se convierten en frutos y flores masculinas qudumren polen y pueden o no ser fértiles.
El fruto oscila entre los 20 — 23 cm de longituthagta de 5 de didmetro, siendo la corteza
de color verde cuando son inmaduros y de coloridmenn partes marrones al madurar,
la pulpa rica en almidén y azucares, es de colandad cremoso, amarillo, amarillo
naranja o naranja, sin semillas, cubierto por uricagio de tipo coraceo; pueden
presentar un sabor dulce o insipido dependiendgrddb de madurez y de la variedad,

el peciolo tiene una longitud de 60 cm (UniversidadAntoquia, 2008).

Generalmente, la planta se desarrolla y luego drustificacion muere, sin embargo,
su vida se propaga través de los retofios que aerdléan en el rizoma, aunque también
hay ciertas especies silvestres que se propagaramedemillas (Rosales Reynoso,

2012).

2.3.1.4 Taxonomia

Los platanos son plantas que pertenecen al grulas deonocotiledoneas. Pertenecen
a la familia Musaceae, la misma que esta consditpa los géneros Musa y Ensete —
Tabla 1-. El nombre genérico déusaderiva del arabenouz,en el Coran el platano
aparece como “El arbol del paraiso”; en cuanto alasificacion cientifica la realizd
Linneo en el afio de 1783, otorgandole el nombréMiesa sapientum’a todos los
platanos de postre, es decir aquellos que se camsamdos en sus diferentes etapas de
madurez y Musa paradiasiacd..” a los platanos de coccion, aquellos que sewoes
después de un proceso térmico también en diferesttgg|as de madurez (Rosales

Reynoso, 2012).
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Tabla 1.Division taxonémica de Musa paradisiaca

Nombre cientifico Musa paradisiacd..
Nombre comun Platano, banano

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida

Orden Zingiberales

Familia Musaceae

Geénero Musa

Especie M. paradisiaca L.

Fuente: (EcuRed, 2012)

2.3.1.5 Composicién quimica y valor nutricional dePlatano

La composicién quimica del Platano depende dedestle madurez en el que se
encuentre el fruto, en estado verde y maduro ptaséws siguientes componentes —Tabla

2-.

Los platanos verdes contienen entre el 20 — 22-%hateria seca, principalmente en
forma de almidon, convirtiéndose en azucares serples como la sacarosa, fructuosa
y glucosa, cuando estos frutos maduran. Los azsiearé pulpa de platano maduro son
fructuosa -66%-, glucosa -20%- y fructuosa -14%soyn asimilados con facilidad

(Moreira, 2013) .
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Tabla 2.Composicion quimica por 100 g de pulpa de Platano

Componentes Platano Maduro Platano Verde
Agua 75.1 % 67.5%
Azulcares 209 % 5.7 %
Almidon 2.3 % 23.7%
Fibra dietaria 3.1% 2.3%
Proteina 1.2% 1.1%
Grasa 0.3% 0.3 %
Taninos 0.06 % 0.01 %
Cenizas 0.01 % 0.76 %

Fuente: (Rojas, 2011)

Los Platanos son conocidos por alto contenido sfiorfd, carbohidratos y potasio, este
altimo es que se encuentra en mayor cantidad eraéistento ya que permite controlar
el equilibrio electrolitico del cuerpo, siendo esahpara el funcionamiento de los
musculos, para la transmision de los impulsos 0sod y para un buen funcionamiento

del corazon y rifiones (Malaver, 2014).

* Carbohidratos

En cuanto a los componentes del Platano, la pordé@marbohidratos es la mas
importante, cuando este fruto alcanza la maduséaldgica —estado inmaduro o verde-
el almidon vy la fibra dietaria son los méas abunesnEn el transcurso de la maduracién
del fruto, el almidén es hidrolizado a azUcaresitdelk, este proceso ocurre de manera
mas rapida en los platanos de postre que en lgsa®on. En los platanos en estado
inmaduro el almidén representa el 80% del peso skcda pulpa y los azlcares

comprenden el 1.3% de la materia seca total, sifbagyo, cuando maduran

17



completamente el almidén disminuye hasta el 1-286 yazUcares alcanzan hasta el 17%

(Rosales Reynoso, 2012).

* Proteinas y grasas

El porcentaje de proteinas es del 3.5% en la pulpdura y disminuye en el fruto
inmaduro, ciertos aminoacidos se encuentran ers alb@acentraciones, tales como:
arginina, aspartato y glutamina, en menor cantsgadncuentra la metionina. En cuanto
a la presencia de grasas en el platano es mer@b% y no aportan al contenido

energético del fruto (INP, 2004).

* Vitaminas y Minerales

Los platanos son muy ricos en potasio y son unaatiente de vitaminas A, B, C,
D y B6, dando beneficios a los huesos y musculasideo, el contenido de las mismas
difiere entre las variedades de platano, en este ks de coccidon son mas ricos en

vitamina C que los de postre (LOpez & Montafio, 2014

+ Polifenoles

Los polifenoles son agentes reductores, en la pldpplatano se encuentran una gran
variedad de catecolaminas, siendo la dopaminaiteipal, las desventajas de estos
compuestos en el fruto son que le otorgan al pdatamaduro un sabor fuertemente
amargo y producen el oscurecimiento del fruto coaeste se deshidrata (Rosales

Reynoso, 2012).

+« Taninos

Se ha identificado la presencia de taninos tantagnulpa como en la cascara del
platano, este compuesto es cinco veces mas aberetalus platanos verdes o inmaduros

gue en los maduros, son los encargados del sabibuite existen escasos estudios que
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demuestran que los taninos poseen capacidad amtin@na debido a su propiedad
astringente, sin embargo, se dice que la cantatatide taninos permanece constante en

este fruto (Ly, 2004).

En la Tabla 3 se representa la cantidad de tampresentes durante el proceso de

maduracion de los platanos.

Tabla 3. Cambios en la cantidad de taninos durante el psocde maduracion del

platano, por cada 100 g de muestra.

Dias Pulpa Cascara Color de la
cascara

0 7.36 ¢ 405¢ Verde

1 8.01g 34.0¢g

2 7579 28.3¢

3 4.30 g 25.4 g

4 5.02 g 2599

5 4.30¢9 16.5¢ Amarillenta
6 3.87¢g 18.1g

7 1.95¢g 11.2 g

8 2.84 ¢ 4649 Amarilla
9 199¢g 4.7 g

10 2.00g 45¢g Negra
11 1.32¢g 35¢g

Fuente: (Ly, 2004)
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2.3.1.6 Industrializacion de Platano

El Platano es 60% pulpa y 40% céascara, en unadegjplatano de 18.14 kg se
desperdician 7.25 kg. Con la finalidad de hacer desdos residuos del platano, los
mismos que contienen nutrientes benéficos parhnertacion humana se ha buscado
técnicas alternativas con las que se pueden ohtemtas productos tales como: platanos
deshidratados, polvos, jaleas de platano, harinaaano, etc. A mas de ser utilizados
en la alimentacion, la cascara de platano puedditieada también para la obtencion de
celulosa, para depurar aguas contaminadas conasigtasados, para la produccion de
etanol, para la produccion de energia a través derinentacion de la corteza, etc. Al
hacer uso de estos remanentes se disminuiria tansoracion ambiental y a la vez se
generaria ingresos adicionales para los producttaeaneros y para el pais (Moreira,

2013).

2.3.1.7 Importancia de los residuos del Platano

Algunos estudios han demostrado que el raquisgasaara de platano tienen una
elevada concentracibn de elementos minerales, @Aictbtales y proteina, a

continuacion, se describe la composicion quimiclsleesiduos antes mencionados.

* Raquis: es rico en fibra, representa el 8% de su pesopb® del raquis
producido en Costa Rica, se utiliza para elabaoaa para papel.

e Cascara:de platano maduro contiene alrededor de 2.7% dtufvaa. 3,2% de
glucosa y 7.8% de sacarosa en corteza seca; y élgmaha, 25% de celulosa

y 15% de hemicelulosa (Moreira, 2013) .

2.3.1.8 Propiedades del Platano

A través de estudios cientificos se ha comprobagaanto la cascara como la pulpa

del Platano poseen propiedades antifungicas yiatitiass debido a su composicion
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guimica, a mas de ello se dice que las flores #mbontienen una gran cantidad de
antioxidantes que pueden ser utilizadas como imgnezs con propiedades funcionales
para prevenir el estrés oxidativo. Se utiliza kcega de Platano junto con otras sustancias
para crear un unguento que reduce los dolores gades por la artritis, ademas de que
se convierte en una fuente potencial de antioxésaptantimicrobianos, posee también
compuestos fitoquimicos que actian contra los adelic libres; por ende estos
antioxidantes pueden ser empleados para la elaborde productos cosméticos para el
cuidado de la piel, asi como para elaborar aliosehtncionales para actuar frente a las

enfermedades del corazén y en algunos casos &wthacer (Lopez & Montafio, 2014).

El Platano es una fuente rica en fitonutrientes impportantes, asi como de vitaminas
y compuestos fendlicos, su composicion esta ercidaeon minerales como el fosforo,
sodio, potasio, calcio, magnesio, hierro , cobire; ¥ manganeso, de tal manera que la

fibra dietética total aumenta con su consumo (¥816).

2.3.2 Patologia cutanea: Acné

El acné, conocido también como acné comaoné vulgaris-ges una enfermedad
inflamatoria asociada a la secrecion excesiva deagrque se agrava aun mas por la
proliferacion de bacterias principalmente poopionibacterium acnega que obstruye
el paso del sebo por el conducto pilosebaceo debigima queratinizacion anormal del
infundibulo folicular, se manifiesta por la presande comedones abiertos o cerrados,
papulas, pustulas, nddulos, abscesos, quistescaices, en el rostro, espalda y parte
superior del térax. En los foliculos cutaneos dlipales se puede encontrar a bacterias

como: Staphylococcus aureus, S. epider(iiagpia, 2015).
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Figura 3. Formacién del acné

Fuente: (Guevara Molina, 2012)

2.3.2.1 Factores patogénicos que influyen en la apadn del acné

Ochando Fernandez & Gonzélez Pédéflous (206¥ncionan ciertos factores

patogénicos que estimulan a la aparicion del aganyos siguientes:

Aumento de la secrecibn sebacea: es causada pobiosarhormonales
especificamente en los andrégenos, que provoaalostauccion de los foliculos
sebaceos, provocando la aparicion del microcomedon.

Hiperqueratosis o hiperqueratinizacion del infraindibulo: ocurre a nivel de la
capa granulosa y la capa cornea, de tal manerdoguymoros se obstruyen, se
acumula suciedad, desechos, bacterias y célullsmiatforias, provocando la
aparicion de comedones.

Colonizacién poPropionibacterium acness un miembro de la flora normal de
la piel y a su vez promueve la inflacion de lesomel acné mediante la

produccion de mediadores inflamatorios, acidosagréibres y porfirinas.

22



2.3.2.2 Causas Yy factores de riesgo del acné

Herencia genética.

Cambios hormonales relacionados a los periodostmiales, embarazo, pildoras
anticonceptivas o estrés.

Farmacos como esteroides, testosterona, estrogdéadsnitoina.

Células muertas de la piel que se mezclan corbel&as bacterias en los poros,
produciendo granos o manchas en la piel.

Mala alimentacion, es decir, comer alimentos caresd de grasas y azucares.

Niveles altos de sudor y humedad (Guevara MoliQa2p

2.3.2.3 Evolucion del acné

En la primera fase se observa la presencia de crmooimedon por acumulacion del

sebo en el infrainfunfibulo, esto conduce a dogxas$ primero a un comedon abierto,

que facilita la expulsion al exterior del sebosegundo es un comedodn cerrado que

conlleva a la aparicion de una lesion profunda #f@@pen la que se destruye el epitelio

folicular, este comedon en ciertas ocasiones sereoel y forma un microquiste el cual

queda encerrado sin posibilidad de expulsién niedercion. Un caso mas grave es la

aparicion de una pustula inflamatoria que al abnmseden liberar pus, queratina y sebo

(Meza & Vargas, 2013).

2.3.2.4 Grados de acné

Grado |: es una forma leve de acné, se caracteonizka presencia de comedones
abiertos y luego cerrados, posteriormente en latdrey mejillas apareceran

papulas y pustulas foliculares y superficiales.

Grado II: presencia de pustulas muy profundas taratas dolorosas, debido al

agravamiento de los comedones y papulas de ld.fase
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Grado lllI: caracterizada por la presencia de raxlatuy dolorosos, eritemas y
edemas en la superficie de la piel del rostro.

Grado |IV: esta es la forma méas grave o intensad®t, produce una reacciéon
inflamatoria alrededor del foliculo en la dermisfpnda, dando lugar a nédulos

quisticos, que al ser tratados dejan cicatricem@cao Martinez, 2007).

2.3.2.5 Tratamiento del acné

El tratamiento debe regular la secrecion sebaocgtr da obstruccion folicular u

formacion de comedones, eliminar la proliferaci@etbriana y la inflamacion (Pascual

Pérez & De Hoyos Lépez, 2012).

2.3.2.5.1 Tratamiento tépico

Los retinoides y antimicrobianos son los principateedicamentos utilizados para

tratamientos tépicos.

Retinoides: son los encargados de inhibir la ajgeride nuevos microcomedones,
comedones abiertos y cerrados, y desaparecerigisrges, |os mas comunes son
tretinoina, isotretinoina, adapaleno, tazatorener@an Cuenca, 2017).
Antimicrobianos: los mas utilizados son tetraciljreritromicina, clindamicina
y peroxido de benzoilo, los mismos que tiene atdii bactericida o
bacteriostatica frente Rropionibacterium acneg reducen la inflamacion de los
comedones, Utiles para el acné leve y moderadaBlaPérez & De Hoyos

Lopez, 2012).

2.3.2.5.2 Tratamiento oral

Se utilizan antibidticos orales para tratar inflaroaes intensas y para aquellas en las

que el tratamiento topico no fue efectivo, tambara inhibir el crecimiento de
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Propionibacterium acnesse emplean combinados con agentes topicos como los

retinoides, por un lapso de 6 a 8 semanas con Mimodle 4 a 6 meses (Morales, 2009).

v' Tetraciclinas: son agentes de primera eleccionactimidad bacteriostatica, son
las mas utilizadas para el tratamiento dehé vulgaris ya que, alcanzan
concentraciones elevadas en el infundibulo pilossia actuando como
antibacteriano directo, reduciendo el efecto infitorio de los comedones y
eliminando el numero de. acnesxistentes en el foliculo (Pascual Pérez & De
Hoyos Lépez, 2012).

v/ Eritromicina: los macrélidos y la eritromicina s@onsiderados de segunda
eleccion, se utilizan en casos de alergias o ir#ntaa a las tetraciclinas (Meza &
Vargas, 2013).

v' Clindamicina: su efecto terapéutico es similar allal eritromicina, es efectiva

frente a bacterianas anaerobias (Meza & Vargas3)201

2.3.2.5.3 Terapia hormonal

La finalidad de esta terapia es que los androgdisnsinuyan la produccién de sebo
sobre el foliculo sebaceo, para ello se empledaratrtbgenos y agentes bloqueantes de
la produccién de andrégenos, esta terapia seaufiiza tratar el acné de la mujer adulta,
por la persistencia de papulas inflamatorias y la&jes decir cuando los antibiéticos no
lograron resultados positivos, el antiandrogeno atifigado es el acetato de ciproterona

(Meza & Vargas, 2013).

2.3.2.5.4 Otras posibilidades de tratamiento

» Extraccion de comedones: permite mejorar el aspietta piel y la respuesta

terapéutica es efectiva.
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» Electrocauterizacién: su finalidad es producir dégranico de bajo grado a los
macrocomedones superiores a 1.5 mm de didmetroavést de una leve
electrocoagulacién, para facilitar la eliminacid@ domedon.

* Peeling quimico: conocido también como quimioexitln, este implica la
aplicacion de agentes quimicos a la piel para indusu destruccion controlada
con la finalidad de eliminar la piel deterioradiay células muertas para dar lugar
al surgimiento de una nueva capa de piel.

» Terapia fotodinamica: es un tratamiento poco inwapara el acné, las porfirinas
producidas poP. acnese someten a luces con diferentes longitudes cke qunel
generan una reaccion fotodinamica que destruye laaleterias foliculares.

» Microdermoabrasion: este un procedimiento utilizpdm el tratamiento del acné
no inflamatorio, es decir a pacientes que utilizimoides u cualquier otro agente
comedolitico suave ya que elimina de forma supatfide los comedones

(Toquero & Candiani, 2009).

2.3.2.6 Cosmética del Acné

Se recomienda el uso de cremas, geles, locionesniumicen la sequedad y la
irritacion del cutis, los cosméticos poseen unaldéeion por lo que se los usa como
acompanantes de los medicamentos o para mejazataglo de la piel (Meza & Vargas,

2013).

2.3.2.6.1 Geles

Los geles son productos cosméticos liquidos auates se les adiciona un agente
gelificante apropiado, de manera que forma ung iddiquido queda en suspension

(Castellar, 2019).
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2.3.2.6.2 Caracteristicas de un gel
Los geles deben presentar ciertas caracterist@asagrincipales son:

v Tener una consistencia semisélida o fluida.
v" De aspecto transparente o turbio.

v Su estructura debe ser homogénea

v" Tener un comportamiento pseudoplastico.

v El pH debe estar entre 4.5 y 8.5 (Guevara Molifa22.
2.3.3 Microorganismo causante del acné>(opionibacterium acneps

Propionibacterium acne#iamado también bacilo del acnés una bacteria Gram
positiva, anaerobia difteroide que crece en anamsba 35 °C. Se encuentra en la piel,
cavidad oral, tracto gastrointestinal y urogengatdomina en el foliculo pilosebaceo de
los pacientes jovenes con acné y coloniza el 20%sthes foliculos. Esta bacteria suele
aparecer durante la pubertad y alcanza hasta 1G5-URidades formadoras de colonias-

por foliculo (Jaramillo & Bazalar, 2006).
2.3.3.1 Mecanismo de accién de. acnes

Esta bacteria prolifera en el interior del comedodroliza el sebo mediante lipasas —
lipdlisis-, convirtiendo los triglicéridos en glic# y acidos grasos y ademas libera un
primer factor quimiotactico para los PMN, que, dlundirse a través de la pared del
comedodn, atrae a los PMN. Estos PMN entran enzddlicular, fagocitan, ademas
produce proteasas hidroliticas, especialmente opetatkinasas, que causan la rotura de

la pared del foliculo pilosebaceo (Camacho Martigéd7).
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2.3.3.2 Resistencia antibidtica dB. acnes

En los ultimos 20 afios la resistencia antimicrobide las cepas de. acnesha
aumentado considerablemente desde el 20% en 19B2%l en 1996, afectando
principalmente a eritromicina, clindamicina, tetctina, doxiciclina y trimetropin. A
través de un estudio realizado en Europa sobreideeptibilidad deP. acnesa los
antibioticos se encontré que el 2.6% de cepas ssistentes a Tetraciclina, 1.5% a
Clindamicina y 17.1% a Eritromicina, sin embargo, se verifica resistencia hacia

linezolid, bencil-penicilina o vancomicina (Cruz ikes, 2010).

2.3.4 Agentes antimicrobianos vegetales

Los antimicrobianos naturales se obtienen de @atiarbas y especias, su efecto
antimicrobiano se debe a la presencia de compuestélicos como taninos, flavonoides,
saponinas, etc., presentes en sus extractos @sa@&sénciales, factores como el pH,
concentracion de sal, y temperatura influyen ehaliactividad (Nereyda & Sauceda,

2011).

2.3.5 Extractos

A los extractos se los define como preparados coramos de drogas vegetales o
animales, obtenidos mediante la remocion de logpoestos activos de las respectivas

drogas a través de solventes apropiados y evapardeitodo el disolvente.

Segun la OMS el 25% de los farmacos que se corlizatiason de origen vegetal y
un 25% contiene principios vegetales modificadoBnigamente, para las industrias
farmacéuticas, los extractos vegetales son unatefusneva para la obtencién de
moléculas con actividad terapéutica, que puedantdzados directamente y permitan
obtener farmacos con menos efectos secundariosdpagata manera aumentar el uso

productos naturales (Pardo Zapata, 2002).
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2.3.5.1 Caracteristicas de los extractos

Una de los principales aspectos en la obtencioexttactos vegetales es garantizar
altos rendimientos del material vegetal y un atiatenido de principios activos, pero

también presentan las siguientes caracteristicas:

Son de color café mas o menos oscuros Yy ligeranwdates cuando han sido

preparados al vacio.

e Algunos son de color café-amarillento, otros rggizp otros verdes ya que
provienen de hojas verdosas por la clorofila.

* Su aspecto debe ser liso, fino y homogéneo.

* Su olor y sabor deben ser caracteristicos de larragirima proveniente.

* Son de solubilidad variada.

» Los extractos alcohdlicos son parcialmente solutremgua (Ramon & Gonzalez,

2008).

2.3.5.2 Conservacion de los extractos

La conservacion de los extractos es indispensatke gvitar la volatilizacién de los

componentes fitoquimicos, para ello se debe curoptirlas siguientes especificaciones:

* Protegerlos de la luz solar con papel de aluminio.
e Tapar bien los envases para evitar desperdicios.

» Conservarlos en un ambiente fresco, de prefer@sciaro.

Un extracto seco se conserva mejor que un acuasognsbargo, existen otras
alteraciones mas frecuentes que consisten en maddnes quimicas no aparentes un

ejemplo de esto es lo que sucede con los extrdetfieres verdes que por la oxidacion
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de la clorofila pierden su color, otros extractogseqgen ser contaminados con

microorganismos como hongos y bacterias (Boeged, 2016).

Existen dos métodos de conservacion de extradtpsireero consiste en aquellos que
se conservan de manera natural, es decir, no tetes ningin componente adicional,
el siguiente grupo estan los extractos a los quesska adicionado algin compuesto

quimico para que conserven sus compuestos fitogoggrecnofarma, 2013).

2.3.6 Métodos de Extraccion

El método de extraccidén debe ser elegido de acwmmpuesto fotoquimico que se
desea obtener, es decir, si es un metabolito ponsasecundario, un compuesto activo
definido o un compuesto bioactivo desconocido. &sesario conocer la solubilidad,
propiedades acido-base, tamafio molecular, etca feaxilitar el aislamiento del
componente de interés, sin embargo, cuando el cestbioactivo no esta identificado,
es necesario realizar pruebas cualitativas indreesdde la presencia de familias de
compuestos (alcaloides, saponinas, taninos, aéehddicos, etc.) asi como pruebas de

cromatografia en capa fina (Pilco Romero, 2017).

2.3.6.1 Maceracion

Consiste en triturar y/o pulverizar el material @&d seco y ponerlo en contacto con
el solvente seleccionado en un recipiente cerradmperatura ambiente durante 2 a 14
dias, con agitacion constante, hasta el agotamietdbde la droga vegetal, finalmente
el macerado es filtrado y luego rotaevaporado admélidad de recuperar el solvente y

obtener el extracto puro (Carrién & Garcia, 2010).
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2.3.6.2 Percolacioén o Lixiviacion

El material crudo triturado y humedecido se poneariacto con el solvente —alcohol al
95%- en un tanque percolador, este solvente a@Uaahera continua y descendiente
hasta agotar el material vegetal, una de las \@&nthg este método es que el percolador
posee dispositivos de carga y descarga lo que fgemma extraccion total de los
principios activos, obteniéndose un promedio dé%9%e los metabolitos presentes

(Guevara Molina, 2012).

2.3.6.3 Decoccién

Llamada también cocimiento, consiste en sometgreapecie vegetal mas el solvente
a la temperatura de ebullicion del agua, manteoiesthh temperatura por un lapso que
puede oscilar entre los 15 a 30 minutos, este maé&edutiliza para obtener principios

activos que no sufran dalos con la temperaturaif@a& Garcia, 2010).

2.3.6.4 Infusion

Este proceso consiste en verter el solvente hueiesobre la especie vegetal
fragmentada, se tapa el envase, se deja enfridd pd20 minutos, una vez frio se filtra
para clarificar el maceado, se utiliza para ewvifae los aceites volatiles se evaporen

(Carrion & Garcia, 2010).

2.3.6.5 Digestion

Es un método similar a la maceracion, se utilizgpkamtas que poseen principios
activos dificiles de extraer, requieren de un bgeslentamiento durante el proceso, se

requiere temperaturas entre 35 y 40 °C (Amagua@aguchumbi, 2018).
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2.3.7 Pruebas de actividad antimicrobiana

Varios méetodos de laboratorio pueden ser utilizapgasa determinain vitro la
susceptibilidad de bacterias ante agentes antibiamos, los principales métodos de
evaluacion cualitativa del efecto antimicrobiano Ide extractos vegetales sobre el
microorganismo de interés son los métodos de difush disco y dilucion en agar, los
resultados obtenidos se expresan midiendo el diardet halo de inhibicidbn generado

por los extractos (Taroat al, s.f).

Por otra parte, para la determinar de manera ¢atwai el efecto antimicrobiano, los
métodos de dilucidén son los mas apropiados, ladgéaue mas se utiliza es la llamada
concentracién minina inhibitoria —CMI-, con la gse define la concentracion minima

con la que un antimicrobiano puede inhibir el areento del microrganismo de interés.

Después de establecer el efecto antimicrobianoatera cualitativa y cuantitativa de
los extractos, es importante determinar el compuesiponsable de esta actividad, para
ello se emplea la autobiografia ya que, permitalipar el compuesto mediante una

cromatografia de capa fina (Ramirez & Castafio, 2009

2.3.7.1 Método de Kirby-Bauer (difusion en agar)

La difusion de disco en agar es una técnica muigumtpara el estudio de la
sensibilidad a los antimicrobianos que se caraetgyor ser facilmente estandarizable.
Esta técnica es adecuada para evaluar a la malgolda patégenos bacterianos inclusive

a los microorganismos mas exigentes.

Su fundamento se basa en colocar en la superfeciend placa con agar Mueller
Hinton previamente inoculada con el microorganisd® interés discos de papel
embebidos con diferentes antibiéticos, en el tnarsscde 18 a 24 horas de incubacién,

se podra observar la presencia o ausencia de thaliokibicion alrededor de los discos,
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en caso de haber inhibicion se mide el mismo, sibaggo este método no permite una

lectura directa de la CMI (Taro& al, s.f).
2.3.7.2 Método de microdiluciéon

El método de microdilucién en caldo es procedinuénii para determinar la CMI, en
un gran numero de muestras, se utilizan cantidaegsefnas, empleando el método de
doble dilucién, lo cual es importante cuando sbdija con productos naturales ya que
permite determinar el efecto bactericida o bacsédiico, para realizar este método se
emplea una microplaca de 96 - pocillos en las guansliza en cada una de ellas, el
mismo microorganismo, 8 antimicrobianos y 11 didmes, la Ultima columna se utiliza
como control de crecimiento, estas placas se selamdhesivo para evitar que el medio
de cultivo se evapore durante la incubacion-16 hdtds-. Al finalizar la incubacién si
se observa turbidez en los pocillos indica el oneanto del microorganismo, para ello se
utiliza un agente revelador —resazurina-, que aticCMI a través del cambio de color

en cada uno de los pocillos (Ramirez & Castafio9R00
2.3.7.3 Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se define CMI como la concentracion minima en la go antibiético es capaz de
inhibir el crecimientoin vitro de un indculo bacteriano estandarizado, después de

incubarlo por 24 horas (Taroebal.,s.f).
2.3.8 Tamizaje Fitoquimico

El screening o cualificacion fitoquimica de losragtos vegetales consiste en una serie
de aislamientos y purificaciones de los compugstesentes en la muestra vegetal, a su
vez permite que las moléculas reaccionen con lesrdaados reactivos afirmando o

descartando su presencia (Castai@dd, 2002).
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2.3.8.1 Metabolitos Secundarios

Los vegetales a mas de contener metabolitos posjatales como carbohidratos,
aminoacidos, intermediarios metabdlicos de las a&fmbdlicas y catabolicas, también
producen metabolitos secundarios que, aunque ao egacionados directamente con el
desarrollo de los vegetales, aportan a que el ithdivresponda a los estimulos del
entorno (Yungan, 2009), por ejemplo la cascara ldeaqo es rica en compuestos
fendlicos con mas de 40 compuestos individualestiiiteados, los cuales poseen
potentes propiedades antioxidantes y antimicroBidyeneficiosas para la salud (Vu

et al, 2018).

*« Taninos

Los taninos son sustancias polifendlicas, de ornggetal, de estructura mas o menos
compleja, solubles en agua y alcohol, formandocsohes de sabor astringentes. Tienen
la capacidad de precipitar macromoléculas comoatigels, alcaloides, celulosa y
proteinas, se subdividen en dos grupos: tanino®llddbles y taninos condensados

(Vasquez & Cafias, 2008).

+ Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales presentkseegetales, son de gran interés
en la cosmética por su actividad antioxidante aseomstatado a través de investigaciones
la existencia de efectos antiinflamatorios, araieis 0 antialérgicos. Los flavonoides se
encuentran extensamente distribuidos entre laggsldibres como glicésidos, estos
altimos contribuyen a darle color a las florestdaly hojas, dentro de los flavonoides se
distingue cuatro grupos principales: los flavonejdeos isoflavonoides, los

neoflavonoides y los antocianos (Martinez-FlGeal, 2002).
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e Saponinas

Las saponinas pertenecen al grupo de los glucosidosos, los cuales son solubles
en agua produciendo espuma cuando son agitadasyswgas Yy por hidrolisis destruyen
los globulos rojos, al hidrolizar las saponinaoktenen carbohidratos y una aglicona
llamada sapogenina, la cual puede tener un esquedtdroidal o triterpénico (Vasquez

& Canas, 2008).
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CAPITULO 3

3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Nivel de la investigacion

El proyecto se encuentra en un nivel de investigaekplicativa, en el cual se va a
evaluar la actividad antimicrobiana de los extraale la cascara de platano, para su

potencial uso en la elaboracién de una crema adtiac

3.2 Disefio de la investigacion

La investigacion esta dentro de un disefio expetiaheya que las cascaras de platano
se van a someter a diferentes solventes como €&6%l, 70%) y agua destilada, para la
obtencion de sus extractos. Posteriormente se adala actividad antimicrobiana,
determinando cual de los dos extractos es masiwfedil organismo de interés

Propionibacterium acnesera solicitado y adquirido a través de la empkéSRIBAC.

3.3 Poblacion y muestra

El universo considerado para el presente estudim&snuestra de 5 kg de cascara de
platano proveniente de la finca familiar del seffidel Tigre, ubicada en la provincia de

Morona Santiago, canton Sucua.

3.4 Variables

Variable Dependiente:Actividad antimicrobiana de los extractos.

Variable Independiente: Microorganismo en estudio, concentracion de losaekts.

Variables Intervinientes: Concentracion bacteriana, composicion cualitatiealabs

extractos.
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3.5 Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos

Las técnicas e instrumentos de recoleccion de datusanalisis documental mediante
fichas, computadora y sus unidades de almacendjeioAalmente se ocupara la técnica
de observaciéon no estructurada, que incluye ingnios como diario de campo, camara

fotografica y de video.

3.6 Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Las técnicas de procesamiento de datos propuestosngerpretacion de resultados
de las pruebas de laboratorio, para lo cual seavatilizar tablas y graficos. Con todos
estos datos procesados se realizar4 un analisimmedMinitab 18 para elaborar el

modelo estadistico mas apropiado.

3.7 Protocolo

3.7.1 Obtencion de la materia prima

Las cascaras maduras de platadoisa paradisiacd..- fueron recolectadas de la finca
familiar del Sefior Fidel Tigre, en la provinciaMerona Santiago, canton Sucua -Figura
4-. Esta finca suministré6 una muestra de 3 kg deara, la misma que se utilizo para el

desarrollo y cumplimiento de los objetivos mencoiosa

Figura 4. Hacienda Familiar del Sr. Fidel Tigre Sucua.

Fuente: Autora.

37



Para realizar esta investigacion se utiliz6 casdarglatano maduro, de estas se
escogieron las que en mejor estado se encontreba@ecir se eligieron aquellas que no
tenian mayores dafios fisicos —podridas, secasslitte patdogenos-, siendo necesario

conservar las cascaras en un lugar fresco.

Figura 5. Céscaras de platano a utilizar en buen estado.

Fuente: Autora.

3.7.1.1 Tratamiento de la materia prima

Lavado y secado de la materia prima

Tabla 4 Materiales para el tratamiento de la cascara dedsl Paradisiacd..

Materiales Equipos
Agua destilada Estufa Memmert SM-100
Tijeras Balanza analitica OHAUS PA321
Cuchillos

Recipientes de aluminio

Fuente: Autora.

Procedimiento

La muestra recolectada se peso para obtener eirpeisbde la cdscara, la misma que

se lavo con agua potable y luego con agua despladeeliminar impurezas presentes.
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Figura 6. Pesado de la cascaraMasa Paradisiacd..

Fuente Autora.

Enseguida se procedido a cortar las cascaras emdrdgs pequefios -0.5 cm
aproximadamente- y pesar nuevamente para obtepeseltotal (Pilco Romero, 2017).
Las muestras vegetales fueron distribuidas eniegitgs de aluminio y colocadas en la
estufa Memmert durante cinco dias a 60 °C, com#idad de deshidratar los mismos,

para un mejor proceso de trituracion o molienda.

Figura 7. A: Fragmentos de la ciscara y B: proceso de secdds dascaras dd. Paradisiacal.

Fuente: Autora.
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Pulverizado y tamizado de la materia prima

Tabla 5.Materiales para pulverizar y tamizar la cascaralesa Paradisiaca..

Materiales Equipos
Bandejas de aluminio Molino manuabfona”
Fundas Ziploc Tamiz Advantech 800-2096

Balanza Analitica OHAUS PA-3102

Fuente: Autora.

Procedimiento

Los fragmentos de cascara secos, se colocaront@rdadel molino, obteniendo una
masa pulverizada de particula gruesa como se mlesgevar en la Figura 8. Posterior a
esto la masa pulverizada se pasoé por un set dedadvantech de 40 um, obteniendo
un polvo homogéneo de 0.42 mm de diametro (Loy2@E9), el mismo que se almacend

en bolsas Ziploc, hasta su uso.

Figura 8. Pulverizado de las cascarasMeparadisiacal.

Fuente: Autora.
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3.7.2 Preparacion y obtencidn de extractos etandtioy acuoso

Los extractos se obtuvieron mediante maceracioretaomol al 70% y 96% y con agua

destilada.

3.7.2.1 Extracto etanolico al 96% y 70%

Para la obtencién de los extractos etandlicos acaneentracion de 70y 96 % y su
posterior analisis fitoquimico, se empled el praceehto mas adecuado y los materiales

mencionados en la Tabla 6, con la finalidad deraghtextractos con buen rendimiento.

Tabla 6.Materiales para la obtencion de extractos etaradial 70% y 96%.

Materiales Equipos
Frascos ambar 500 mL Balanza analitica OHRBS3102
Papel filtro Bomba de filtrado al vacio TESINTE-0582
Vaso de precipitaciéon 500 mL Rotavapor NAC TE-211

Varilla de vidrio

Kitasato 750 mL

Embudo Blchner

Luna de reloj

Espatula

Polvo de cascara de platano

Solvente: etanol 70% y 96%

Fuente Autora.

Procedimiento

Se coloc6 20 g de polvo de cascara de Platanderseb ambar uno y dos; se adicion6
200 mL de etanol al 70% y 96% respectivamente dr@lal:10-. Se cerr6 el frasco

ambar y se dejé macerar por ocho dias, envueltpapal de aluminio, almacenandolo
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en un lugar fresco, a temperatura ambiente y tibria luz a fin de evitar la volatilizacién

ya que los metabolitos secundarios son fotoserssible

Al transcurrir el tiempo de maceracién se procediiitrar al vacio cada extracto por
tres ocasiones para evitar la presencia de sedismeRigura 9-, luego se procedio a
concentrar el extracto en el rotavapor a 70 °Cu#aid.0- con la finalidad de recuperar
el solvente -etanol 70% y 96%, al final del procesmbtuvo un volumen de 60 mL de
extracto puro al 70 % y 50 mL de extracto puro &9 Los productos obtenidos se
almacenaron en frascos ambar y en refrigeraciérf@, hasta su uso (Pilco Romero,

2017).

Figura 9. Filtrado al vacio del extracto macerado de la aasda Platano.

Fuente: Autora.

Figura 10. Extracto macerado de la cascara en el Rotavapor.
Fuente: Autora.
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3.7.2.2 Extracto acuoso

Para la obtencion del extracto acuoso para sunpmsa@alisis fitoquimico, se empled
el procedimiento mas adecuado y los materiales imesdos en la Tabla 7, con la

finalidad de obtener extractos con buen rendimiento

Tabla 7.Materiales para la obtencion del extracto acuoso.

Materiales Equipos
Frascos ambar 500 mL Balanza analitica OHABS P02
Papel filtro Bomba de filtrado al vacio TECNAE-0582

Vaso de precipitacion 500 mL
Varilla de vidrio

Kitasato 750 mL

Embudo Biichner

Luna de reloj

Espatula

Polvo de céscara de platano

Solvente: agua destilada

Fuente Autora.
Procedimiento

Se coloc6 20 g de polvo de cascara de Platano asao ambar, se adicion6 200 mL
de agua destilada -Relacién 1:10-. Se cerro etdrasnbar y se dejé macerar por ocho
dias, envuelto con papel de aluminio, almacenaneolan lugar fresco, a temperatura

ambiente y libre de la luz ya que los metaboliuadarios son fotosensibles.

Pasado este tiempo se procedi6 a filtrar el extramiioso por tres ocasiones para evitar

la presencia de sedimentos, al final se obtuvo aluonven de 180 mL. El producto
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obtenido se almacend en un frasco ambar y en eedicgO)n a 4 °C, hasta su uso (Pilco

Romero, 2017).
3.7.3 Activacion de la cep#ropionibacterium acnefATCC 11827

El material biologicd’ropionibacterium acneATCC 11827 -American Type Culture
Collection-, marca Microbiologics — Kwik Stick Dudrigura 11- fue adquirido a través
de la empresa MEDIBAC, para la activacion de laacgpsiguio las instrucciones de uso
indicadas en el catalogo de dicha empresa. Enda Base encuentran los materiales para

la activacion de la cepa.

Figura 11. Kwikstick deP.acnesadquirido en MEDIBAC

Fuente: Autora.

Tabla 8 Materiales para la activacion de la cepa P. acnes

MATERIALES REACTIVOS EQUIPOS

2 Tubos de ensayo con tapa P. acneATCC 11827 Estufa Memmert SM-100
6 Cajas Petri 5mL de TSB

Jarra anaerdbica 125 mL de TSA

1 Vela

Parafilm

Fuente: Autora.
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Procedimiento

Como primer paso se abrio la bolsa rasgandolaabuea de la muesca y se retir6 la
unidad de Kwik-Stick, se removié el sello de sedmuliy se extrajo el hisopo, el mismo
gue se encontraba sumergido en un fluido hidratal#spués se inocul6 en tres cajas
Petri y un tubo pico de flauta que contenian agtérié TSA, en tres cajas Petri que
contenian agar Sangre de Cordero estéril como egepobservar en la Figura 12, a

continuacion, el hisopo fue introducido en un tdieensayo con 5 mL de caldo TSB.

Para el crecimiento de la bacteria las cajas Rdus tubos de ensayo se colocaron
dentro de la jarra anaerdbica con una vela, la migoe se encarga de consumir el
oxigeno, dejando el ambiente en anaerobiosisnfieate se incubd en la estufa Memmert
a 37 °C durante 72 horas. En algunas ocasionegmarganismo puede tardar de cinco

a siete dias en mostrar evidencia de crecimiento.

Figura 12. Activacion dePropionibacterium acnesn TSA y Agar sangre.

Fuente: Autora.

3.7.4 Tamizaje fitoquimico de los extractos de ladscara de Platano Nusa

paradisiacal)

A continuacién, se procedio a realizar la carazéeion cualitativa de los extractos
etanolico y acuoso a través de diferentes pruebéabdratorio, para la identificacion de

metabolitos secundarios, siguiendo la metodologipyesta por Guerrero (2014).
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3.7.4.1 Prueba para taninos, ensayo de cloruro féco

Reactivo: cloruro férrico

Procedimiento: se coloc6 por separado 1 mL de cada uno de logotasr obtenidos en

tubos de ensayo y se adiciond tres gotas de saldei@loruro férrico al 5%.
Resultado:coloracion, como se observa en la Figura 13.

v" Rojo-vino: compuestos fenélicos en general
v" Verde intenso: taninos pirocatecolicos

v' Azul: taninos pirogalotanicos

Figura 13. Presencia de taninos pirocatecolicos en los drsalte las cascaras de Platano.

Fuente: Autora.

3.7.4.2 Prueba para taninos, reaccion de Stiansy
Reactivo: formol clorhidrico

Procedimiento: se coloc6 por separado 1 mL de cada uno de logotasr obtenidos en

tubos de ensayo y se adicioné de tres a cuatrs detéormol clorhidrico.
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Resultado: precipitado con copos rojos corresponden a tardgandensados.
3.7.4.3 Prueba para flavonoides, ensayo de Shinoda
Reactivo: &cido clorhidrico concentrado, pedazo de cinta @gnesio y alcohol amilico.

Procedimiento: se coloc6 por separado 1 mL de cada uno de logotasrobtenidos en
tubos de ensayo, se adicion6 1 mL de acido clddoidoncentrado y un pedazo de cinta
de magnesio metalico. Se esperd 5 minutos y séradid mL de alcohol amilico, se

mezclan las fases y se dejo reposar hasta qupaese

Resultado: positivo si la fase del alcohol amilico se colodeaamarillo, naranja, o rojo

intenso, como se indica en la Figura 14.

Figura 14. Presencia de flavonoides en los extractos de ks de Platano.

Fuente: Autora.
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3.7.4.4 Prueba para saponinas, ensayo de espuma
Reactivo: agua

Procedimiento: se coloc6 por separado 1 mL de cada uno de logotasr obtenidos en

tubos de ensayo y se diluyé cada uno con 5 mL da degstilada y se agité fuertemente.

Resultado: la prueba es positiva si aparece espuma en lafmipelel liquido, de mas
de 2 mm de altura que persista por mas de 2 minedoso se observa a continuacion en

la Figura 15.

-
v

R L1

Figura 15. Presencia de saponinas en los extractos de lasradsite Platano.

Fuente: Autora.

3.7.4.5 Criterios de interpretacion de pruebas cu#htivas

Para expresar los resultados de las pruebas tivaktaealizadas se utilizo los criterios

expuestos en la Tabla 9.

Tabla 9 Modelo de interpretacion de resultados cualitasiv

Abundante +++
Moderado ++
Escaso +
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Ausente -

Fuente: Autora

3.7.5 Determinacion de la actividad antimicrobianade los extractos mediante el

método de difusion en agar o Kirby-Bauer

El método de difusion en agar consiste en enfremthr bacteria a las siguientes
concentraciones de los extractos etandlicos: 98%, ¥ extracto acuoso, asi como a un
antibiotico comercial, para ello se utiliz6 la natogia propuesta por Wistuba, (2013),

en la Tabla 10 se encuentran los materiales wtiigza

Tabla 10.Materiales para el método de difusién en agar hitiBauer.

MATERIALES REACTIVOS EQUIPOS

2 Tubos de ensayo contapa 10 mL de medio TSB iCey@rHERMLI Z-400

9 Cajas Petri 200 mL de agar M. Hinton Vortex Kagey

Hisopos estériles 4 mL de solucion salina Bktufa Memmert SM-100
0.9%

Jarra anaerébica Tetraciclina Bioanalyse® 30
Hg

Vela Eritromicina Bioanalyse® 15
Mg

Discos de papel filtro estérilesExtracto etandlico al 70 %
Asa estéril Extracto acuoso

Parafilm Extracto etanolico al 96 %
Pinza estéril para discos

Patron 0.5 McFarland

Mechero

Fuente: Autora
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3.7.5.1 Preparacion del inoculo

Con la ayuda de un asa bacteriolégica estérillse@end cuatro a cinco colonias de
P. acnegde un cultivo puro, se inoculé en un tubo de engayo5 mL de caldo TSB
estéril y se incub6 en anaerobiosis durante 24she@/ °C. Al dia siguiente el indculo
bacteriano se centrifugd a 350 rpm durante 20 mmfuse elimind el sobrenadante.
Enseguida se afiadio 4 mL de solucion fisioldégida @6 alpelletobtenido y se mezclé
con ayuda de un Vortex de 1 a 3 minutos, hastdagueepas se suspendan en el suero
fisiologico. Este in6culo fue diluido hasta alcanzma turbidez de 0.5 de la escala
McFarland cuya concentracion equivale a 1.5 & WEC -unidades formadoras de
colonias- y finalmente comparado visualmente copatron McFarland 0.5 previamente

preparado -Figura 16-.

Figura 16. Inéculo bacteriano estandarizado al patrén 0.5 kitaRd.

Fuente: Autora.
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3.7.5.2 Inoculacion en placas Petri

Al transcurrir 15 minutos después del ajuste derlaidez del inGculo, se sumergio un
hisopo estéril dentro del cultivo bacteriano, peando firmemente sobre la pared
interior del tubo para eliminar el exceso de indguke procedi6 asi para sembrar en las
nueve cajas Petri con agar Mueller-Hinton, prepasetun las especificaciones de la
casa fabricante. A continuacion, se dispersé etuldo por toda la superficie y
circunferencia del agar con el mismo hisopo prauwano dejar espacios sin estriar para
lograr un crecimiento uniforme de la bacteria, Ifimente se dejo la tapa abierta de la

placa de 3 a 5 minutos, de esta manera el excedsondedad superficial es absorbido.

3.7.5.3 Aplicacion de los discos con los extractes las placas inoculadas

En las primeras seis cajas Petri, tres para Telnaiy tres para Eritromicina, con la
ayuda de una pinza estéril y ejerciendo una ligezaidn sobre la superficie del agar se
coloc6 los discos estériles impregnados con lasratifes concentraciones de los
extractos, el control positivo -Tetraciclina y Esinicina- y el control negativo -agua
destilada estéril-, a una distancia adecuada demigon el objetivo de evitar una posible
superposicion de los halos. En las siguientescas Petri se colocaron Unicamente los
discos embebidos con las diferentes concentracubméss extractos —aproximadamente
10 pL- siguiendo el mismo procedimiento antes dsdEl resultado se observa en la

Figura 17.
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Figura 17. Distribucion de los discos en las placas Petri.

Fuente: Autora.

3.7.5.4 Incubacion de las placas

Transcurridos 15 minutos a la aplicacion de losafislas cajas fueron colocadas en
posicion invertida dentro de la jarra anaerdbiaagdal fue introducida en la estufa e

incubada a 37 © C por 24 horas
3.7.5.5 Lectura de las placas e interpretacion desultados

Cumplido el tiempo de incubacion, se procede a examada caja -Figura 18-, medir
los halos de inhibicion generados y anotar loslt@dos. Esta prueba se realizé por

triplicado.

Para el calculo de porcentaje de inhibicion se etfa siguiente férmula establecida
por Corzo (2012), teniendo como referencia la nediel diametro de inhibicién del

control positivo, negativo y de los extractos en@s.

% efecto inhibitori diametro del halo de inhibicién del tratamiento 100
efecto inhibitorio = X
° diametro del halo de control positivo
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Figura 18. Placas con halos de inhibicion.

Fuente: Autora.

3.7.6 Determinacion de la CMI de los extractos medite el método de Microdilucién

en caldo

La concentracion minima inhibitoria (CMI), se englpara determinar la menor
concentracion de cada uno de los extractos quiedrgiicrecimiento de las bacterias en

estudio (Cruz et al., 2010).

El método de microdilucién en caldo se llevé a cdboacuerdo a la metodologia
propuesta por CLSI (2012). El ensayo se realizinienoplacas estériles de 96 pocillos,
los extractos se aplicaron a diferentes concewtnasi considerando que la capacidad de
cada pocillo es de 200 pL, el mismo que debe centecaldo mas inbculo,

antimicrobiano y extractos. En la Tabla 11 se enttan los materiales utilizados
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Tabla 11 Materiales para realizar la Microdilucion en o TSB.

Materiales Reactivos Equipos

Microplaca de 96 pocillos Caldo TSB 30 MI Camardldmp

Vaso de precipitacion 100mL  Sol. antibidtico Teithica  Estufa Memmert SM-100

Micropipeta 100 — 1000 pL In6culo bacteriano

Micropipeta de 10 — 100 uL  Extractos etandlicos

Extracto acuoso

Alcohol 70% y 96%

Agua destilada estéril

Fuente: Autora.
3.7.6.1 Preparacion del Inoculo

Para la preparacion y estandarizacién del indcal®iguidé el mismo procedimiento
descrito en el apartado 3.7.5 (Determinacion deidat antimicrobiana de los extractos
mediante el método de difusion en agar o Kirby-Baysara llegar a una concentracién

de 1.5 x 1BUFC.
3.7.6.2 Preparacion de la solucion de antibiéticadntrol positivo)

Como control positivo se utilizé el antibiotico geito Tetraciclina (500 mg) en
polvo, se procedié a reconstituirlo con 10 mL déudon fisioldgica al 0.9%, el
concentrado resultante para perfusion contiene @gtninde Tetraciclina. Para realizar
la microdilucién se requirid una concentracion de /UL para ello se realizé una

dilucion con solucidn fisiolégica.
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3.7.6.3 Microdiluciéon

La inoculacion con la suspension estandarizagatedn 0.5 McFarland debe hacerse
dentro de los 15 minutos de preparada la mismaa paitar que el numero de

microorganismos aumente por duplicacion.

Para el ensayo de la microdilucion se utilizé dasroplacas estériles, para las
concentraciones de los extractos, solucion deiatitib e indculo bacteriano. Se sigui6
el método de doble dilucién, iniciando con las &gtes concentraciones: 83% para el
EECP-96, 71% para el EECP-70, 42% para el EACP/4y&#ra la solucion de antibiético
Tetraciclina, considerando que la capacidad de paddlo es de 200 uL, el mismo que

debe contener caldo TSB, inoculo, extractos y $atude antibidtico.

Se coloc6 caldo mas indculo bacteriano (150 pllypgpocillos de las dos microplacas
a excepcion de las columnas 10-12 de la segundaptaca en donde se colocé agua
destilada estéril (200 puL) como control negativiterads de ello se distribuyd 50 pL de
extractos, antibiético y etanol al 70% y 96%, paympletar los 200 pL en los pocillos a

excepcion de los antes mencionados.

A continuacion, las 12 columnas de la primera nplerca se dispusieron de la
siguiente manera: (1-3 EECP-96), (4-6 EECP-709, EACP), (10-12 SAT como control
positivo), en la segunda microplaca las 12 coluns®slistribuyeron de la siguiente
forma: (1-3 E-96), (4-6 E-70), (7-9 caldo mas inogu(10-12 Agua destilada estéril,
control negativo), todo este proceso se realizatnqaicado. En las Tablas 12 y 13 se

encuentra detallado lo indicado anteriormente.
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Tabla 12.Tratamientos y concentraciones aplicadas en laapiacal.

FILA

CONCENTRACION

F1 (EECP-96)
F2 (EECP-96)
F3 (EECP-96)
F4 (EECP-70)
F5 (EECP-70)
F6 (EECP-70)
F7 (EACP)
F8 (EACP)
F9 (EACP)
F10 (SAT)
F11 (SAT)

F12 (SAT)

83%, 41.5%, 20.75%, 10.38%, 5.1968%, 1.30%, 0.65%
83%, 41.5%, 20.75%, 10.38%, 5.1966%, 1.30%, 0.65%
83%, 41.5%, 20.75%, 10.38%, 5.1966%, 1.30%, 0.65%
71%, 35.5%, 17.75%, 8.88%, 4.4492%,21.11%, 0.56%
71%, 35.5%, 17.75%, 8.88%, 4.4492%,21.11%, 0.56%
71%, 35.5%, 17.75%, 8.88%, 4.44%2%,21.11%, 0.56%
42%, 21%, 10.5%, 5.25%, 2.63%, 1.31%6%, 0.33%
42%, 21%, 10.5%, 5.25%, 2.63%, 1.31%6%., 0.33%
42%, 21%, 10.5%, 5.25%, 2.63%, 1.31%6%, 0.33%
50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.13%, 1.56%3%, 0.39%
50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.13%, 1.56%3%, 0.39%

50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.13%, 1.56%3%, 0.39%

Fuente: Autora.

Tabla 13 Tratamientos y concentraciones aplicadas en l@opiaca?2.

FILA CONCENTRACION

F1 (E-96) 96%, 48%, 24%, 12%, 6%, 3%, 1.5%, 0.75%

F2 (E-96) 96%, 48%, 24%, 12%, 6%, 3%, 1.5%, 0.75%

F3 (E-96) 96%, 48%, 24%, 12%, 6%, 3%, 1.5%, 0.75%

F4 (E-70) 70%, 35%, 17.5%, 8.75%, 4.38%, 2.19%0%, 0.55%
F5 (E-70) 70%, 35%, 17.5%, 8.75%, 4.38%, 2.199%0%, 0.55%
F6 (E-70) 70%, 35%, 17.5%, 8.75%, 4.38%, 2.1990%, 0.55%
F7 Caldo + in6culo

F8 Caldo + inéculo

F9 Caldo + in6culo

F10 (C. negativo)

Agua destilada estéril
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F11 (C. negativo) Agua destilada estéril

F12 (C. negativo) Agua destilada estéril

Fuente: Autora.

Finalmente se sellé la microplaca con un adhedistipo, con la finalidad de evitar

la evaporacién durante la incubacién por 24 horas.

Figura 19. Preparacion de la microplaca.

Fuente: Autora.

3.7.6.4 Lectura de resultados

Transcurridas las 24 horas de incubacion de lasopilacas se aplicé una solucién de
resazurina sobre los pocillos, se volvié a incydmar2 horas para la revelacion de la CMI,
la misma que se determina con el cambio de colda desazurina a rosado, morado y

azul como se observa en la Figura 20.

Representando el color azul a microorganismos nables, el morado a
microorganismos latentes y el color rosado a migamismos viables (Mejiat al,

2015).
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Figura 20. Revelacion de la microplaca con resazurina.

Fuente: Autora.

3.7.7 Comparacion de la actividad antimicrobiana déos extractos

Para determinar si existe significancia estadisteeamhibicion entre los extractos de
la cdscara de Platano a diferentes concentracisaesalizé un disefio completamente al
azar, analizado a través del programa estadistitd™B 18, determinando que los
datos obtenidos no representan una distribuciomalopor lo que se aplico el estadistico
Kruskal-Wallis.

3.7.8 Elaboracion del gel antiacné a partir del erécto de la cascara de Platano al

96%

Una vez comprobado el efecto antibacteriano dehetd etandlico al 96% de las
cascaras de platano, frent€mpionibacterium acnese elaboré el gel antiacné con la
finalidad de aprovechar sus propiedades terapéusiceonvertirlo en una alternativa

natural para el tratamiento del acné y de esta raaustituir a los productos quimicos
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Tabla 14.Materiales para la elaboracion del gel antiacnénaextracto de las cascaras
de Platano

MATERIALES REACTIVOS
Vaso de precipitacion 1000 mL Carbopol 940
Varilla de agitaciéon Trietanolamina (TEA)

Agua purificada

EECP-96%

Fuente: Autora.

Procedimiento

Se procedié a mezclar el agua purificada -500 nolo- € carbapol -3 g-, agitando
hasta que se forme una mezcla homogénea, luegejGaeposar la misma durante 4
horas. Transcurrido ese tiempo se adicioné a lalmdretanolamina -1 a 2 gotas-,
siempre agitando para evitar la presencia de gremésformula cosmética, y por altimo
se coloco el extracto de la cascara de Platanmi3thasta que la mezcla se encuentre
uniforme. Este procedimiento se encuentra modificadjun lo establecido por (Guevara

Molina, 2012).
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CAPITULO 4

Resultados y Discusion

4.1 Obtencién de extractos

De los 3 kg de materia prima obtenida en la haadramiliar del Sr. Fidel Tigre, una
vez finalizado el proceso de desecacion, moliertdayzado, se obtuvo 167 g de cascara
de Platano pulverizado. A continuacion, en la Tdblae detalla las cantidades de materia

prima obtenida en cada proceso durante su tratémien

Tabla 15 Peso de la materia prima en las diferentes etaj@asu tratamiento.

Especie vegetal Peso seco Peso molienda Pebeerizado
Musa paradisiacd.. 556 ¢ 36549 167 g
Fuente:Autora.

4.1.1 Obtencion de extractos etandlicos al 70% y %6

Se obtuvo una cantidad de cuatro extractos pornmaeioa de las cascaras de Platano
—dos para cada concentracion-, utilizando comoestdv etanol al 70% y 96%, los
mismos que presentaron una consistencia liquidaldeamarillo — café, como se indica

en la Tabla 16.

Tabla 16 Voliumenes obtenidos en extractos etandlicos paemacion de las cascaras

Extracto Masa de la Volumen Volumen del  Volumen
materia prima inicial del macerado final del
extracto filtrado extracto
concentrado
EECP-96 2049 220 mL 180 mL 50 mL
EECP-70 2049 220 mL 180 mL 60 mL

Fuente: Autora.
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4.1.2 Obtencién del extracto acuoso

Se obtuvo una cantidad de dos extractos por maéerde las cascaras de Platano,
utilizando como solvente agua destilada, los misques presentaron una consistencia

liquida, con una coloracion de amarillo claro -Babr-.

Tabla 17.Volumen obtenido del extracto acuoso por macerad®las cascaras

Extracto Masa de la Volumen inicial Volumen del
materia prima del extracto macerado filtrado
EACP 209 220 mL 180 mL

Fuente: Autora

4.2 Analisis de compuestos fitoquimicos en los eatitos acuoso y etandlicos al 70%

y 96%

El tamizaje fitoquimico se realiz6 con la finalidae determinar cualitativamente los
grupos quimicos presentes en los extractos, poronuedpruebas de identificacion de
cambio de color, que establecen la presencia meiasde los metabolitos secundarios,

los ensayos para cada extracto se realizaronipbcado.

En la tabla 18 se recogen los resultados obtemidasada ensayo y se describen los
metabolitos secundarios mas importantes evaluadas@a de unos de los extractos,

obteniendo resultados favorables.

Tabla 18.Cualificacion fitoquimica de los extractos acugsetandlicos

Ensayo Metabolitos Extracto Extracto Extracto
secundarios acuoso etandlicoal etandlico al
96% 70%
Ensayo de
Cloruro Taninos +++ +++ +++
Férrico
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Reaccion de Taninos +++ +++ +++

Stiansy
Ensayo de Flavonoides +++ +++ F++
Shinoda
Ensayo de Saponinas ++ n T
Espuma

Fuente: Autora

De acuerdo a los resultados expuestos anteriorrtaariteen el extracto acuoso como
en los extractos etandlicos, la cantidad de meatabaecundarios son muy similares, por
lo que concuerda con el analisis de algunos comgmieetallados por Pilco Romero
(2017), en su trabajo “Caracterizacion bromatokédgie la cascara de Bananduéa
Paradisiacg y posterior extraccion e identificacion de lactriédn con mayor actividad
antimicrobiana”, por lo tanto los metabolitos idec&dos en el presente trabajo se
presentan de manera abundante a excepcion del guiico saponinas, ya que en el
estudio antes mencionado la presencia de este olieadbe abundante especialmente en
el extracto acuoso y moderado en los extractoktan y en esta investigacion se
presentd de manera moderada en el extracto acussedianamente escaso en los
extractos etandlicos. Sin embargo Murgueitio, Candchio, Cuesta, & Tocto (2019)
en su trabajo “Composicion quimica y actividad @djita deMusa x paradisiaca L
(BANANO)” manifiestan que el extracto hidroalcola@ies el mejor para obtener la

mayor cantidad de metabolitos secundarios, espeené saponinas.

En cuanto a la presencia de taninos y flavonoidesabundante en los tres extractos
analizados, presentando cierta diferencia comleajo de Ehiowemwenguan, Emoghene,
& Inetianbor (2014) “Antibacterial and phytochenlieaalysis of Banana fruit peel” ya
que, mencionan que dichos metabolitos secundagies@ientran presentes solo en los

extractos etandlicos, mientras que en el extraaloso no se observo presencia alguna
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de estos compuestos, esto puede deberse al estathddrez o variedad del platano con

el que se realizo el estudio investigativo.

En el trabajo de Ly (2004) “Bananas y platanos pdéimentar cerdos: aspectos de la
composicion quimica de las frutas y su palatahdlidaanifiesta un alto contenido de

taninos en las cascaras de las diferentes varisdmildusa.

La informacion proporcionada por Olmedo, Velascdi@mirez (2015) en su trabajo
“Elaboracion de una crema para la piel a base sleaca de platano” evidencia que los
compuestos mayoritarios presentes en los extrastws los siguientes: taninos,
flavonoides, saponinas. Los demas grupos fitoguisniccomo antocianinas,
catecolaminas se encuentran en menor cantidagiydiargo, no dejan de ser importantes,
ya que cada uno de ellos cumplen funciones espasifientro de la planta o de los

productos obtenidos, en este caso los extractos.

Restiana (2018) en su investigacion “Uji AktivitAstibakteri Ekstrak Etil Asetat
Pelepah Pisang AmbomM(sa paradisiaca.inn.) terhada@Propionibacterium acnés
manifiesta que tanto la planta como el platano p@aborteza) poseen metabolitos
secundarios tales como saponinas, taninos, fladesoiy fenoles, presentando
concordancia con los compuestos analizados erestsidio, con lo que se demuestra que
las cascaras de platano poseen actividad antinder@lfrente a varios microorganismos,

debido a la presencia de los compuestos antes onaaias.

4.3 Determinacion de la actividad antimicrobiana delos extractos de Musa
ParadisiacalL. mediante el método de difusion en agar o difusimden discos (Kirby-

Bauer).

La medicion de los halos de inhibicién se realin&terior a las 24 horas de su

incubacion, en la Tabla 19 se detalla los diameateokalos de inhibiciébn generados con
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las diferentes concentraciones de los extractospa® también el promedio de los halos

de cada tratamiento.

Tabla 19.Diametros en mm de los halos de inhibicion genesaplor las diferentes

concentraciones de los extractos sobre P. aches

Extracto Concentracion Placal Placa 2 Placa3 Promedio

Control Control

(mm) (mm) (mm) (mm) —(mm) + (mm)
EECPT 96% 12 13 11 12 6 30
70% 8 8 7 7.67 6 25
Acuoso 7 6 6 6.33 6 27
EECPE 96% 11 12 12 11.67 6 31
70% 8 7 7 7.33 6 35
Acuoso 7 6 6 6.33 6 32
EACPSA 96% 14 15 11 13.33 6 -
70% 8 7 6 7 6 -
Acuoso 6 6 6 6 6 -

Fuente: Autora

En la Tabla 19, se puede evidenciar que los eradt96% son los que generaron un

mayor halo de inhibicion con un didmetro de 11 anh3; mientras que los extractos al

70 % generaron inhibiciones menores con un didndetfba 7.67, finalmente el extracto

acuoso no genero inhibicion, por lo que en gemargdresent6 actividad antimicrobiana

significativa frente #&ropionibacterium acnesnientras que el extracto etandlico al 96%

fue el mas efectivo para inhibir el crecimientodittho microorganismo.
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En la gréfica 1 se representa el promedio de seliros de los halos de inhibicion
generados por los extractos, comprobando que elPEIB%0 es el que posee mayor

actividad antibacteriana frentdPaacnes.

Promedio de los diametrds de los halos de
inhibicion en mm de los extractos

14 13,33

12 11,67
12
10
767 733 .
|—| |—| 633 6,33 6
EECP-1 EECP-1 EECP-1 EECP-2 EECP-2 EECP-2 EACP  EACP  EACP
CONCENTRACION DE LOS EXTRACTOS

DIAMETRO DE LOS HALOS DE INHIBICION

o N B O

Gréfica 1.Promedio de halos de inhibicion frent® aacnes

Fuente: Autora

Para determinar con mayor precision la efectividiath actividad antimicrobiana que
ejercen los extractos acuoso y etandlicos sobbbadteriaPropionibacterium acnese

calculd el porcentaje de inhibicion de cada uneltss utilizando la siguiente formula:

S diametro del halo de inhibicion del tratamiento
% efecto inhibitorio = — — x 100
diametro del halo de control positivo

Como se puede observar en la tabla 20 el mayoeptaje de inhibicion obtenido es
40 y 37.65% que corresponden al extracto etanali@b%, seguido por un porcentaje
de inhibicion medio de 20.94 y 30.68% que generxehcto etandlico al 70% y por un
altimo el porcentaje de inhibicibn menos significatde 19.79 y 23.44% correspondiente

al extracto acuoso.
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Tabla 2Q Porcentaje de inhibicion de los extractos

Extracto Concentracion Diametro halo Diametro halo Porcentaje de

de inhibicion de control + inhibicidn

EECPT 96% 12 mm 30 mm 40 %
70% 7.67 mm 25 mm 30.68 %
Acuoso 6.33 mm 27 mm 23.44 %

EECPE 96% 11.67 mm 31 mm 37.65 %
70% 7.33 mm 35 mm 20.94 %
Acuoso 6.33 mm 32 mm 19.79 %

Fuente: Autora

Restiana (2018) en su trabajo experimental “Ujiiitds Antibakteri Ekstrak Etil
Asetat Pelepah Pisang AmboMysa paradisiacalinn.) terhadapPropionibacterium
acnes$ en el cual evaludn vitro el efecto antimicrobiano del extracto de acetatetide
de platanoNlusa paradisiacd.inn), con concentraciones al 10, 20, 30, 40 y Soflire
el crecimiento dé€ropionibacterium acnegonsiguiendo resultados favorables ya que a
partir de una concentracion del 20% en adelantxteficto inhibe el crecimiento del

microorganismo.

Murni (2018) en su publicaciéon “UJI AKTIVITAS ANTIBKTERI EKSTRAK
ETANOL 96% DAUN PISANG KEPOK Nusa paradisiacaLinn) TERHADAP
BAKTERI Propionibacterium acnésevalu6 la actividad antibacteriana del extracto
etandlico al 96% de las hojas de platavloga paradisiacd..) obtenido por maceracion,
utilizando concentraciones del 5, 10, 15, 20, 2535 y 40%; los mismos que generaron
halos de 5.6; 6.83; 7.3; 8.5; 8,67 mm, respectivaeehasta 35%-, siendo una inhibicion
de categoria media, y para el 40% obtuvo halakOde mm, siendo una inhibicion de

categoria fuerte, por lo que manifiesta que elagkiretandlico a una concentracion del
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15% inhibe el crecimiento de&ropionibacterium acnes.o mencionado anteriormente se
corrobora en esta investigacion, puesto que ldaniantos con el extracto etandlico al
96% (EECP-96) resultaron eficaces para inhibirretimiento dePropionibacterium

acnesen condicionefn vitro.

En la investigacion “Uji Aktivitas Antibakteri Ekstk Etanol 96% Limbah Kulit
Pisang Kepok Kuning Musa balbisianqa Terhadap Bakteri Penyebab Jerawat
(Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aurdas,Propionibacterium acné
realizada por Saraswati (2015), determina la cdpdantibacteriana mediante el método
de difusion en disco del extracto de la cascangatano, el mismo que fue extraido con
etanol al 96%, mostrando como resultado la preaateiactividad antibacteriana contra
las tres bacterias que causan el acné, especialmanPropionibacterium acnega que
gener6 diametros de inhibicion de 12.8mm, 12.4nd®.2mm, por lo tanto los resultados
generados por Saraswati (2015), son similares aldtenidos en este trabajo, ya que el
extracto etandlico al 96% generd halos de inhibidé 12mm, 11mm y 14 mm, por lo
que la diferencia entre los promedios de los halhdsnidos en ambos trabajos es de 0.53

mm.

4.4 Determinacion de la CMI de los extractos acuosoetandélicos mediante el método

de microdiluciéon en caldo

Para la evaluacion de la CMI de los extractos acyostandlicos frente a la bacteria
Propionibacterium acnesse realiz6 una microdiluciéon en una microplaca &én
pocillos, en donde se trabajo por triplicado cadeammiento a diferentes concentraciones

(EECP-96 - 83%; EECP-70 — 71%; EACP — 42%)).

La CMI alcanzada por cada uno de los extractosfuea concentracion de 20.75%

para el EECP-96; 35.5% para el EECP-70y 42% p&A€P. Estos valores se obtienen
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con la revelacion de la microplaca con resazurisia yosterior incubacion por dos horas,
en donde se determind que la coloracion dada perreactivo en cada pocillo es un

indicador de viabilidad celular.

Figura 21. Revelacion de la microplaca con resazurina, lusgdos horas de incubacion.

Fuente: Autora

En la Figura 21 se puede observar el cambio deamém de cada pocillo, en las tres
primeras columnas (1-3) corresponden al EECP-96loade se evidencié que cambio
de color desde la tercera fila (fila C), es deqiastir de la concentracion 20.75%, en las
siguientes columnas (4-6) correspondientes al EECE} cambio de coloracion fue en
la segunda fila (fila B), a una concentracion dé&%g para el EACP, correspondiente a
las columnas 7-9, el viraje de color se dio enriengra fila (fila A) es decir a una
concentracion de 42%, concluyendo que a estas mwwac®mnes los extractos poseen

actividad antimicrobiana sobRropionibacterium acnes.
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Tabla 21.Puntos de corte de la CMI alcanzada por los extsc

Tratamientos Puntos de corte CMI
EECP-96 20.75%
EECP-70 35.5%

EACP 42%
ANTIBIOTICO 100%
INOCULO 0%

Fuente: Autora

4.4.1 Determinacion del efecto bacteriostatico o btericida que ejercen los extractos

de Musa paradisiacd..

Para reportar como bactericida o bacteriostatieo antimicrobiano se debe conocer
gue el efecto bacteriostatico es aquel que inHibeeimiento y la multiplicar celular, en
tanto que el efecto bactericida produce la muetenicroorganismo. Para ello se cultivd
en una placa con medio TSA las muestras tomaddesdsiguientes pocillos de la
microplaca, para el EECP-96 se tomd Al, B2, C2yA33; para el EECP-70 se tomé

B4, A6, B5, C4, y B6; y para el EACP se tom6 A8,\B97, conforme consta en la Tabla

22.

Tabla 22 Resultados del efecto bactericida y bacteriostatle los extractos de Musa

paradisiacal.
Pocillo — muestra Resultado
Al EECP-96 Bactericida
B2 EECP-96 Bactericida
C2 EECP-96 Bactericida
A3 EECP-96 Bactericida
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C3 EECP-96 Bactericida

B4 EECP-70 Bacteriostatico

A6 EECP-70 Bacteriostatico

B5 EECP-70 Bacteriostatico

C4 EECP-70 Bacteriostatico

B6 EECP-70 Bacteriostatico
A8 EACP Sin actividad antimicrobiana
B9 EACP Sin actividad antimicrobiana
C7 EACP Sin actividad antimicrobiana

Fuente: Autora

En la Figura 22 se observa que el EECP-96 tierefeaio bactericida y bacteriostatico,

mientras que el EECP-70, present6 un efecto bastético.

Figura 22. Prueba del efecto bactericida y bacteriostaticloslextractos evaluados

Fuente: Autora
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4.5 Comparacion de la actividad antimicrobiana de ds extractos de Musa

paradisiaca,mediante el método estadistico de Kruskal-Wallis

Se realizo la prueba de normalidad con la finaldiadeterminar el método estadistico
mas adecuado para comparar la efectividad deiladact antimicrobiana de los extractos
acuosos Yy etandlicos frentdPeopioniobacterium acnesnediante el programa Minitab

18.
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Gréfica 2.Gréfica de normalidad de los extractos
Fuente: Autora

En la grafica 2 se observa que la prueba de nataethienera como resultado un valor
de p de 0.005, es decir, es menor que el valagddisancia 0.05, por lo que se entiende
gue los datos de la muestra no provienen de unagéb con distribucién normal, por
lo tanto, existe una evidencia estadistica de gméalos de inhibicidbn generados por los
extractos (EE) frente @&ropionibacterium acnedifieren significativamente. Para
determinar la efectividad de la actividad antimitama de los extractos se utilizo el
método estadistico de Kruskal-Wallis, debido a psedatos de la poblacién no son

normales -Tabla 23-.
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Tabla 23.Hipotesis para la prueba de Kruskal-Wallis

Hipotesis nula bl Todas las medianas son iguales

Hipotesis alternativa HAI menos una mediana es diferente

Fuente: Autora

4.5.1 Prueba de Kruskal-Wallis

En la tabla 24 se observa la diferencia existemtiee éa mediana y las medianas de la
actividad antimicrobiana de los extractos (EE)ceanto a los valores negativos de Z,
indican que el rango promedio de un grupo es mguerel rango promedio general,
mientras que los valores indican que el rango pdiorske un grupo es mayor que el rango

promedio general.

Tabla 24.Estadisticas descriptivas del método de KruskallisvVa

Placa N Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Placa 1 C.N, AGUA EE 1 6 10.0 -0.95
Placa 1 C.N, AGUA ET 1 6 10.0 -0.95
Placal C.N. AGUATT 1 6 10.0 -0.95
Placa 1 C.P. ERITROMICINA 1 31 40.0 1.53
Placa 1 C.P. tetraciclina 1 7 23.0 0.12
Placa 1 Ext Acuoso EE 1 6 10.0 -0.95
Placa 1 Ext Acuoso ET 1 7 23.0 0.12
Placa 1 Ext Acuoso TT 1 7 23.0 0.12
Placa 1 Ext EE 70% 1 8 28.5 0.58
Placa 1 Ext EE 96% 1 14 38.0 1.36
Placa 1 Ext ET 70% 1 8 28.5 0.58
Placa 1 Ext ET 96% 1 11 32.0 0.87
Placa 1 Ext TT 70% 1 8 28.5 0.58
Placa 1 Ext TT 96% 1 12 35.0 1.11
Placa 2 C.N, AGUA EE 1 10.0 -0.95
Placa 2 C.N, AGUA ET 1 10.0 -0.95
Placa 2 C.N. AGUATT 1 10.0 -0.95
Placa 2 C.P. ERITROMICINA 1 35 42.0 1.69
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Placa 2 C.P. tetraciclina 1 6 10.0 -0.95
Placa 2 Ext Acuoso EE 1 6 10.0 -0.95
Placa 2 Ext Acuoso ET 1 6 10.0 -0.95
Placa 2 Ext Acuoso TT 1 6 10.0 -0.95
Placa 2 Ext EE 70% 1 7 23.0 0.12
Placa 2 Ext EE 96% 1 15 39.0 1.44
Placa 2 Ext ET 70% 1 7 23.0 0.12
Placa 2 Ext ET 96% 1 12 35.0 1.11
Placa 2 Ext TT 70% 1 8 28.5 0.58
Placa 2 Ext TT 96% 1 13 37.0 1.28
Placa 3 C.N, AGUA EE 1 10.0 -0.95
Placa 3 C.N, AGUA ET 1 10.0 -0.95
Placa 3 C.N. AGUATT 1 10.0 -0.95
Placa 3 C.P. ERITROMICINA 1 32 41.0 1.61
Placa 3 C.P. tetraciclina 1 6 10.0 -0.95
Placa 3 Ext Acuoso EE 1 6 10.0 -0.95
Placa 3 Ext Acuoso ET 1 6 10.0 -0.95
Placa 3 Ext Acuoso TT 1 6 10.0 -0.95
Placa 3 Ext EE 70% 1 6 10.0 -0.95
Placa 3 Ext EE 96% 1 11 32.0 0.87
Placa 3 Ext ET 70% 1 7 23.0 0.12
Placa 3 Ext ET 96% 1 12 35.0 1.11
Placa 3 Ext TT 70% 1 7 23.0 0.12
Placa 3 Ext TT 96% 1 11 32.0 0.87
General 42 215

Fuente: Autora

En la Tabla 25 se puede apreciar que ambos valerpsson mayores que el nivel de
significancia de 0.05, por lo tanto, se aceptaifgthsis nula estableciendo que las
medianas de la poblacion para estos tratamientosigemles, de tal manera que
estadisticamente los extractos evaluados poseaisiaa actividad antimicrobiana frente

aPropionibacterium acnes.
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Tabla 25 Resultados del método estadistico Kruskal-Wallis.

Método GL Valor H Valor p
No ajustado para empates 41 36.97 0.650
Ajustado para empates 41 41.00 0.471

Fuente: Autora

4.6 Gel antiacné a partir del extracto de la cascarde Platano al 96%

Una vez realizadas las pruebas de actividad anbiviena a los extractos ddusa
paradisiacal, se escogio el mas efectivo, es decir el extratamélico al 96% y se
procedié a formular el gel cosmecéutico antiacmédicho extracto evaluando de manera

visual y tactil las caracteristicas fisicas deolarfulacion.

En la tabla 26 se detalla los parametros fisicavdkiacion realizados al gel antiacné

a base de extracto de las cascaras de Platanggsldsados obtenidos.

Tabla 26 Resultados de los parametros evaluados en el gel.

Parametro Resultado

Aspecto Gel homogéneo

Color Amarillo

Olor Caracteristico a la planta
Presencia de grumos Negativo

Peso 100 g

Fuente: Autora

El gel obtenido es homogéneo, untuoso al tactorg tle grumos, de coloracion y olor
caracteristico a la especie vegetal utilizada -ataste Platano-, ademas posee actividad
antibacteriana contri@ropionibacterium acnesl tener en su composicion compuestos

que le dan dicha capacidad, por lo que presentaodancia con Guevara Molina (2012),
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en su trabajo “ELABORACION Y DETERMINACION DE EFIGBIA IN VIVODE UN
GEL PARA EL ACNE A BASE DE CALAGUALA(Campyloneurum amphostenon)”,
en cual obtiene un gel con extracto de Calagual@%l, de caracteristicas organolépticas

similares.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 CONCLUSIONES
Al finalizar el trabajo de investigacion se condwyue:

Los resultados obtenidos en este trabajo experahdetuestran que el uso de las
partes de las plantas consideradas como residassafas, tallos, etc.) para el control de
bacterias es un area ampliamente estudiada y\efee mismo que brinda muchos
beneficios para la salud humana como para el amebiBebido a que la composicion
quimica y cantidad de metabolitos secundarios Natéacuerdo con la especie y parte
utilizada de la planta, por lo que se pueden obtenevos productos naturales que

sustituyan a los sintéticos.

En el analisis fitoquimico de los extractos se carbp que los principales grupos
quimicos presentes dfusa paradisiacd.., son taninos y flavonoides en mayor cantidad

y saponinas en menor cantidad.

La actividad antimicrobiana de los extractos Nrisa paradisiacal., con
concentraciones diferentes frent@m@pionibacterium acnese comprob6é mediante la
prueba de difusion en agar o difusiéon en discograénando que el EECP-96 tiene
mayor capacidad de inhibicién con un promedio d838&8m, el EECP-70 present6 una
capacidad de inhibicion media con un promedio & Tam y el EACP no present6

capacidad inhibitoria con un promedio de 6.33.

La CMI alcanzada por el EECP-96 por el método dawadilucion en caldo fue al
20.75%, mientras que para el EECP-70 fue al 35.5p@am el EACP fue al 42%,
evidenciando nuevamente la efectividad de extretetodlico deMusa paradisiacad.., al

96% (EECP-96).
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Al analizar el efecto bactericida y bacteriostatd® los extractos evaluados, se
determin6 que el EECP-96 posee actividad bacteriggddque produce la muerte Ee
acnesmientras que el EECP-70 posee actividad bactétioat es impide el crecimiento

y multiplicacion del microorganismo estudiado.

En los resultados obtenidos con el método estadigtiuskal-Wallis se acepta la
hipétesis nula que establece que todas las medias iguales, es decir que
estadisticamente los extractos tienen el mismo odamiento antimicrobiano frente a

Propionibacterium acnes.

La elaboracion el gel antiacné se realizo con eheto etandlico al 96% el cual fue el
que presentd mayor actividad antibacteriana, saivobtun gel homogéneo de
caracteristicas organolépticas agradables, demdssé que las cascaras de Platano —
Musa paradisiacal.-, presentan actividad antimicrobiana frentd®.aacnes.Dicha
formulacién podria utilizarse como una alternapaga el tratamiento del acné, para ello

antes debera realizarse prueinagvopara comprobar su eficacia ante este padecimiento.
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5.2 RECOMENDACIONES

Secar, triturar y tamizar completamente el mateggktal, con la finalidad de obtener

extractos en mayor cantidad y facilitar su filtrado

Probar diferentes métodos y solventes de extracg@dque estos parametros son

claves para obtener un mayor rendimiento y mejteraiidn de metabolitos secundarios.

Manejar una temperatura adecuada de 60 °C — 70mM@Gnaento de obtener extractos
puros, ya que temperaturas altas algunos compussivss se pueden evaporar, lo que

puede provocar una baja eficacia de los extractos.

Trabajar en condiciones estériles durante el dagaatel proceso, sobre todo en la

activacion de la cepa bacteriana y en la evaluaéda actividad antimicrobiana.

Trabajar en completa anaerobiosis para asegusapkxvivencia del microorganismo

en estudio.

Asegurarse que el inéculo bacteriano sea igualtabp 0.5 McFarland con la finalidad
de evitar una sobrepoblacién bacteriana al mondmtealizar de prueba de difusién en

agar.

Para verificar si existe diferencia en cuanto ealatidad de compuestos quimicos en
Musa paradisiacal., se recomienda recolectar muestras de la Cosfarignte

ecuatoriano y realizar un estudio investigativoxgezimental.

Experimentar con otras partes vegetaleMdsa paradisiacd.., para comprobar su

actividad antimicrobiana frenteRropionibacterium acnesausante del acné.

Realizar formulaciones cosméticas con esta espeegetal ya que posee

caracteristicas muy importantes para el cuidada gl del rostro.
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Realizar mas estudios con las variedades de Plgtatras especies vegetales frente
a P. acnes,ya que existe escasa informacién sobre el tratdmigrara este

microorganismo.

Durante la elaboracién del gel agregar un consévazara evitar la contaminacion del

producto y de esta manera asegurar su efecto teiané
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ANEXOS

ANEXO 1. OBTENCION DE EXTRACTOS

Figura 3. Pesaje de 20 g de materia prima para la obteneidosdextractos

Fuente: Autora

¢ wm.g;
" fof{“ﬁ

MW.

Figura 4. Extractos obtenidos de la cascaraviiesa paradisiaca..

Fuente: Autora
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ANEXO 2. ACTVACION DE LA CEPA BACTERIANA Propionibacterium acnes

Figura 5.Medios de cultivo TSA y Agar sangre para la actidaceP.acnes

Fuente: Autora

Figura 6. Der: Hisopo de P.acne$zg: Inoculacidén en agar sangre

Fuente: Autora
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Figura 7. Crecimiento dé°.acnesen medio TSA y agar sangre

Fuente: Autora

ANEXO 3. PRUEBA DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR EL  METODO

DE DIFUSION EN AGAR

Figura 8. Der: Crecimiento d®. acnesn medio TSB, Izg: Centrifugacion del
cultivo bacteriano

Fuente: Autora
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Figura 9. Siembra del in6culo bacteriano en medio Muellertéfin

Fuente: Autora

Figura 10. Distribucion de los discos con extractos sobraedio de cultivo M-H

Fuente: Autora
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Figura 11. Almacenamiento de las cajas con los discos enria gaaerobia

Fuente: Autora

Figura 12. Discos de Tetraciclina y Eritromicina utilizadosmo control positivo

Fuente: Autora
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ANEXO 4: MICRODILUCION EN CALDO

Figura 13. Solucién de antibiotico y caldo mas inoculo baeteoi para la
microdilucién

Fuente: Autora

Figura 14. Rezasurina para la revelacion de la microplaca
Fuente: Autora
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Figura 15. Almacenamiento de las microplacas en Anaerobiosis

Fuente: Autora

ANEXO 5. ELABORACION DEL GEL ANTIACNE

Figura 33. Proceso de obtencion de la mezcla homogénea lpgea e

Fuente: Autora.
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Figura 34. Gel antiacné envasado.

Fuente: Autora.
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ANEXO 6: INSTRUCCIONES PARA LA ACTIVACION DE P. acnes
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Britania"

ANEXO 7: INSTRUCCIONES PARA ELABORAR AGAR TSA

BO210205 [REF|B0210206

Tripteina Soya Agar

uso

Medio utdlizads para propésitos genarales, favorece el desarrollo y
aislamiento de une gran vanedad de microcrgansmos

aerobios, y snaerobios facultativos ¥ estrictos.

Al zar suplernentado con sangre permite &l crecimisnio de micro-
organismos exigentsas y la clara visuslizacion de reacciones de he-
midlisis.

Su férmula cumple con los requerimientos de ks Amanizadon de
Farmacopeas Europes, Japonesa y de los Estados Unidos de Mor-
tsamdérica (EP, JP y USP respectivaments)

FUNDAMENTO

En al medio de cultiva, la tripteina y la peptona de soya aportan
nutrientes ricos en péplidos, amincdcdos libres; bases piricas y
pifimidicas, minerales y vitaminas. La peptona de soya ademss es
fuante de hidratos de carbono qus estimulan el crecimiento de
diversos microargenismaos, B doruro de sedio mantiens el balance
osmdtico y el agar es el agente solidificante.

Puede ser uiilizado como bass a la cual sa suplementa con nu-
trientes o con antimicrobianos, logréndose un medic enviquecido o
salectve de scuerdo &l aditivo,

El agregado de 5-10 % sengre ovina desfibrinada estéril
(Britasheep) promueve el desarrollo de bacteriss exigantes en
sus requerimienios nulficionalas v la adecuada chservacidn da las
rescciones de hemdlisis,

El agreqada de exiracto de levadurz en concentracidn 06 % fava-
rece al crecimiento de‘especies de Listeria,

Es un madio adecuado para culfivar y mantenar cepas de Asromo-
nas, y sumentanda & porcentaie de cloruro de sodio, para mante-
ner capas de algunos Vibrios (excepto V. cholerae).

CONTENIDO Y COMPOSICION
Codigo BO210205: envase x 100 g.
Cadigo BO210206: envase x 500 g

FORMULA (en gramos por litro)

TRIPTENA 160
FEFTONA DE S00A B
CLORURT OE SO0, T
AGAR. 150

pHFINAL- T3 £ 08

INSTRUCCIONES

Disolver 40 g ded polvo en | kfro de agua purificada Mezclar y dajar
reposar & minutos, Calentar agitande suavemanta y hervir durante
! 02 minutos hasta su disoludon total, Distribuir en recipieniss
apropiados y esterilizar en autoclave & 118-121 °C durante 15 mi-
rutos,

Preparacicn de Apsr Ssngrec agregar 5-10 % de sangre ovina
desfibrinada estérl (Britasheep) al medio esterilizado, fundido v
enfrizdo & 45-50 *C. Homogeneizar y distribuir en placas de Petri
estériles.

CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO

Medio de cultivo deshidratado: color beige claro, homogénes, libre
daslizamianto.

Medio de cultve prepsrado: color Smibar.

Suplementado con sangre: color rojo cereza

ALMACENAMIENTO
Medio de cultivo deshidratado & 10-35 "C.
Medio de cultive preparado = 2-8°C.

PROCEDIMIENTO

Siembra

Por inocutzciin directa del material en estudio, sobre la superficie
del medio da culfiva,

Incubacidn
El tiempo, la temperatura, y a atméshera de incubacian, dependeran
dal microarganismo que se quiera recuperar.

Baclerias de {4dl crecimiento: en aerobiosis, a 35-37 * C durante
18 a 24 haras,

Bacierias exigentes en sus requenmisntos nuricionales: en atmids-
fera con & W de CO., 8 35-37 °C durente 24-48 horas,

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Ohservar las caractensticas de las colonies.

Para & meadio de cultivo comeniendo sangre, observar las reactio-
nas de hemdlisis:
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ANEXO 8: FICHA TECNICA DE P.acnesATCC 11827

Q Mlcroblolog|CS“

Spocmclﬂom

Microorganism Name: Cutbacterium acnes
Catalog Number: 0419
Lot Number: 419.163°*

Reference

PuNmnbov ATCC® 11827™+
Pnnoo from Reference: 3

Explmlon Dm 2020/4/30

Release Information:

Quality Control Technologlist: Mary L Bowman
Release Date: 2018/7/9

Performance
Macroscoplc Features: Medium:
m:‘ncom ta smal' mtob?g/oquc glistening, circul lonies b g AR SBAP
Microscopic Features: Method:
Small gram positive rods with branching. Gram Stain (1)

1D System: MALDI-TOF (1)

See attached ID System results document,

Other Features/ Challenges: Results
(1) Nitrate (Broth): positive

Lst Hope

Amanda Kuperus

Quality Control Manager

AUTHORIZED SIGNATURE
"oua-:r'zr.mm.):mn'wmmmmwmmwnm.mmwmumw«m

(

ProBiCe revuis Dok S oo Bred RS LSS St s e ueieve

4 Refer to the enclosed product insert for

Use and h
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pr are

10 & recognlzed culture

REFERENCE MATIRIAL PROOUCER
CERY 2209302

) rmArccman ihe ATCC Licensad

mmmamnccm

ATCC Licensed ’
Dernate

(1) These tests are accredited bo ISOVIEC 170252005,

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

TMED!BRCIRCSA
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