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Resumen

En Ecuador las enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA’ s) siguen siendo un problema
de interés epidemioldgico debido a la gran facilidad que tienen las bacterias de propagarse
principalmente por la mala manipulacion, limpieza o conservacion de frutas y vegetales.
Patogenos bacterianos como Salmonella o E. coli son responsables de las principales
enfermedades gastrointestinales en nuestro pais debido a la falta de informacion sobre buenas
practicas de manufactura, escasos habitos higiénico-sanitarios y alternativas desinfectantes

orgénicas en el mercado ecuatoriano.

Por tal motivo, la presente investigacion tiene como objetivo evaluar la capacidad inhibitoria
de cinco formulaciones obtenidas a partir de los extractos fluidos de diente de ledn (Taraxacum
officinale) y uvilla (Physalis peruviana) frente a Salmonella typhimurium ATCC 14028 y

Escherichia coli ATCC 25922.

Las formulaciones se evaluaron mediante el método de Microdilucion en caldo y la valoracién
de resultados se realiz6 mediante un andlisis estadistico ANOVA, donde se evidencié que la
mejor férmula frente a S. typhimurium y E. coli fue la Formula 2; compuesta del extracto de
diente de ledn a una concentracion del 50 %., seguida de la Formula 3 (25 % de uvillay 75 %

de diente de ledn).

Aunque las formulas hayan actuado de forma favorecedora con las dos bacterias, el mejor
porcentaje de inhibicion bacteriana fue frente a S. typhimurium con un 98 % en las tres placas.
Con esto se comprueba que las dos especies vegetales evaluadas en esta investigacion poseen
actividad antibacteriana sobre patogenos causantes de ETA’ s y que las formulaciones

representan un producto promisorio de la industria ecuatoriana.

PALABRAS CLAVE: ETA’ s, microdilucion en caldo, antibacteriano, patégenos



Abstract

In Ecuador, foodborne diseases (ETAS's) continue to be a problem of epidemiological interest
due to the great ease with which bacteria can spread, mainly due to poor handling, cleaning or
preservation of fruits and vegetables. Bacterial pathogens such as Salmonella or E. coli are
responsible for the main gastrointestinal diseases in our country due to the lack of information
on good manufacturing practices, poor hygienic-sanitary habits and organic disinfectant

alternatives in the ecuadorian market.

For this reason, the present research aims to evaluate the inhibitory capacity of five
formulations obtained from fluid extracts of dandelion (Taraxacum officinale) and uvilla
(Physalis peruviana) against Salmonella typhimurium ATCC 14028 and Escherichia coli

ATCC 25922.

The formulations were evaluated by the broth microdilution method and the results were
evaluated by ANOVA statistical analysis, which showed that the best formulation against S.
typhimurium and E. coli was Formula 2, composed of dandelion extract at a concentration of

50 %, followed by Formula 3 (25 % uvilla and 75 % dandelion).

Although the formulas acted favorably on both bacteria, the best degree of bacterial inhibition
was against S.typhimurium. This proves that the two plant species evaluated in this research
have antibacterial activity against pathogens causing ETA's and that the formulations represent

a promising product for the Ecuadorian industry.

KEYWORDS: ETA's, broth microdilution, antibacterial, pathogens
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Introduccion

La ingesta incidental de alimentos contaminados por agentes etioldgicos o Enfermedades de
Transmision alimenticia (ETA’ s) representan un problema de salud a nivel mundial (Soto et
al., 2016). De acuerdo con la OMS, la falta de inocuidad alimentaria trasmite alrededor de 200

enfermedades diferentes; desde la diarrea hasta el cancer (OMS, 2020).

En Ecuador, el 7,1 % de la poblacion presenta inseguridad alimentaria; es decir alrededor de
1,2 millones de personas (Viteri et al., 2020) presentan casos de intoxicacion alimentaria por la

mala manipulacion, limpieza o conservacion de frutas y vegetales (SIVE, 2021a).

En 2020 se report6 3,275 casos de intoxicacion alimentaria en Ecuador (SIVE, 2020a) debido
a Salmonella con un 21,40 %,; Shigella con un 26,56 % y E. coli con un 12 %, lo que posiciona

alas ETA’ s como una de las causas de morbilidad y mortalidad en el pais (SIVE, 2021a).

Estas enfermedades presentan una serie de sintomas gastrointestinales e incluso complicaciones
severas como meningitis, sepsis, sindrome de Guillan Barré o la muerte (Public Health England,
2020), que pueden ser producidas por patdgenos bacterianos de caracter infeccioso o toxico
como Salmonella o Escherichia coli (Cano & Sanchez, 2017; SIVE, 2021b), que pueden ser
inactivadas con el uso de plantas sin generar efectos secundarios en el ser humano (Argote et

al., 2017).

Por otra parte, Ecuador es un pais rico en biodiversidad con cerca de 3200 especies de plantas
con usos medicinales (Araujo et al., 2020) y su estudio etnobotanico se enfoca en el

conocimiento que las comunidades indigenas tienen sobre sus beneficios (Jiménez et al., 2019).

Mediante validacion cientifica se reconoce la importancia de realizar una formulacion con
actividad desinfectante de alimentos con dos especies conocidas en el pais: diente de ledn
(Taraxacum officinale) y uvilla (Physalis peruviana) ya que poseen efectos antibacterianos

sobre los agentes mencionados (Prakash et al., 2015).
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El diente de le6n (Taraxacum officinale) es una especie principalmente estudiada por su
capacidad de combatir estos patdgenos gracias a su contenido de flavonas (Gonzélez et al.,
2012; Martinez et al., 2019), asi como también la uvilla (Physalis peruviana) que gracias a los
compuestos fendlicos y monoterpenos ayuda a combatir la mayoria de microorganismos

(Montes, 2020).

Un estudio realizado en la provincia de Bolivar comprobd que los extractos de uvilla como
agente antimicrobiano es una buena alternativa en la formulacion de desinfectantes organicos
(Montes, 2020); por otra parte una publicacién elaborada por la Universidad Regional
Auténoma en 2018 demostro que el extracto de las hojas de diente de ledn constituye una fuente
importante de compuestos quimicos antimicrobianos con elevado potencial desinfectante

(Chacha, 2018).

Por esta razén, la formulacion de un desinfectante bactericida organico para frutas y vegetales
a partir de los extractos de uvilla y diente de ledn; representa una nueva alternativa para reducir
en gran parte la carga microbiana en este tipo de alimentos considerando la actual tendencia de
consumir productos naturales y la escasez de alternativas desinfectantes organicas en el

mercado ecuatoriano.

La presente investigacion contempla la coleccion de hojas de uvilla en la provincia de Cotopaxi
y de diente de ledn en la provincia de Pichincha; mientras que los analisis se los realizara
laboratorios de Ciencias de la Vida (CIVABI) de la Universidad Politécnica Salesiana Quito

campus Girén.

El objetivo general de la investigacion sera evaluar la actividad antibacteriana de los extractos
de uvilla (Physalis peruviana) y diente de ledn (Taraxacum officinale), en una formulacion

desinfectante frente a E. coli y S. typhimurium , dado que son indiscutibles los grandes aportes



cientificos que las plantas le han brindado a la humanidad como tratamiento preventivo para

combatir infecciones(Garcia & Rodriguez, 2021).

Por otro lado, dentro de los objetivos especificos se plantea obtener los extractos de diente de
leon (Taraxacum officinale) y uvilla (Physalis peruviana) mediante percolacion, elaborar una
solucidn desinfectante a través de un disefio experimental completamente al azar y evaluar la

capacidad antibacteriana de la formulacion.

Finalmente, la hipotesis de investigacion (Hi) establece que el desinfectante natural obtenido
de los extractos de uvilla y diente de Leon disminuyen la carga microbiana presente en frutas y
vegetales; mientras que la hipétesis nula (Ho) sostiene que los extractos obtenidos no cumplen

con los analisis microbioldgicos para formular un desinfectante natural.



1. Fundamentacion teérica

1.1. Uvilla (Physalis peruviana L.)

Physalis peruviana L. es la especie mas caracteristica del género Physalis, la cual se identifica
por el céliz que contiene sus frutos. Es una planta herbacea, perenne originaria de la region
andina; especialmente de Per(, Ecuador y Colombia (Perea et al., 2010). Crece en condiciones
que se ubican entre 1800 y 2800 metros sobre el nivel del mar, a temperaturas entre los 13y 18
grados centigrados; a pesar de crecer como una planta silvestre se destaca por sus propiedades

antiinflamatorias y antioxidantes (Crosley et al., 2019; L. Ruiz et al., 2018).

1.1.1. Clasificacion taxondémica
Tabla 1

Clasificacion taxondmica de Physalys peruviana

Reino: Plantae.

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Magnoliidae

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Physalis L

Especie: Physalis peruviana

Nombres Comunes: Uchuva, uvilla, tomatillo, capuli, aguaymanto

Nota. Fuente: (Tropicos, 2021).

1.1.2. Descripcién botanica

Descrita por el cientifico sueco Carlos Linneo en 1753. Es una especie de tallo erecto,
ramificado, pubescente y cilindrico que logra alcanzar los 300 cm de alto (Dostert et al., 2012).
Hojas acorazonadas, opuestas y alternadas que crecen hasta los 15 cm de longitud y 10 cm de
ancho (Sierra y Selva Exportadora, 2021). Sus frutos son bayas de aproximadamente 3 cm de
diametro, con un peso entre los 4 y 10 g (Calvo, 2009). El epicarpio (cascara) es liso, ceroso,

de color naranja y envuelve a una pulpa de color amarillo. (Gimenez et al., 2021). Posee flores


https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://es.wikipedia.org/wiki/Solanales

axilares solitarias de corola amarilla en forma de campana de donde se desarrolla y elonga la

baya (véase Figura 1).

Figural
Caracteristicas morfologicas de la planta de uvilla
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Figura 1. Planta de uvilla en etapa de cosecha
Fuente: (ICA, 2019)

1.1.3. Distribucion geografica

Su origen procede de los andes peruanos (Bonilla et al., 2019) y actualmente el aguaymanto en
Per(, uvilla en Ecuador, uchuva en Colombia o golden berry en inglés se encuentra distribuida
en la zona andina de Sudamérica, tropicos y subtrépicos de Africa, China, Malasia, Australia y

las Antillas (Crosley et al., 2019; Tenorio, 2017).

En Ecuador el cultivo de uvilla se encuentra distribuido en las provincias de: Carchi, Imbabura,
Cotopaxi, Tungurahua y Chimborazo, gracias a las condiciones agroclimaticas de la regién

andina de nuestro pais (Moreno et al., 2019).



1.1.4. Composicidén quimica

La planta de uvilla es altamente valorada por sus maltiples compuestos quimicos, dentro de
ellos cabe destacar la presencia de alrededor de 15 acidos grasos en su fruto, de los cuales el
acido linoleico y el acido oleico son predominantes, ademas vitamina E, A, C y carotenos
(provitamina A) (Oiga & Rojas, 2015). Por otro lado, las hojas y raices de uvilla tienen alta
presencia de withandlidos, alcaloides como physoperuviana y algunos ensayos sobre extractos
de Physalis peruviana demuestran su actividad antimicrobiana, antioxidante e insecticida sobre

larvas en tabaco y algoddn (Fischer et al., 2014; Mendoza et al., 2021).

1.1.4.1. Propiedades antibacterianas

Estudios de caracterizacion sobre Physalis peruviana demuestran que monoterpenos y
compuestos fenolicos como 1-hexanol, eucaliptol y 4-terpeno presentes en hojas y tallos de
uvilla son los encargados de actuar como inhibidores de microorganismos (Cueva et al., 2017;
Yilmaztekin, 2014). Ademas, que la presencia de sustancias activas como physalinas en los
extractos etandlicos de uvilla podrian ser utilizados como antibidticos naturales frente a

Salmonella (F Bayas et al., 2018; Zavala et al., 2006).

1.1.5. Uso etnobotanico

Desde su introduccién a Peri como tratamiento del escorbuto hasta la actualidad, el consumo
de Physalis peruviana como planta promisoria de la salud ha demostrado la versatilidad de los

compuestos nutricionales y bioactivos de esta exética especie (Gallon et al., 2021).

Es usada en la medicina tradicional contra la dermatitis en forma de emplasto, el asma, la
malaria y la hepatitis (Hernandez et al., 2021; S.-J. Wu et al., 2004). Particularmente las partes
aéreas de la planta como las hojas y frutos son aquellas que juegan un papel importante en la
salud, dado que sus multiples preparaciones se recetan como medicina natural para los dolores

de cabeza, desordenes estomacales e infecciones (Olga Lock et al., 2016). Por otra parte, la
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infusion de las raices de uvilla es empleada para reducir la fiebre y calmar los dolores

menstruales (Gengaihi et al., 2013).

1.2. Diente de leon (Taraxacum officinale)

El diente de ledn es una planta medicinal compuesta que se produce anualmente de forma
vertical en terrenos baldios, orillas de caminos, praderas entre los 1300 a 3000 metros sobre el
nivel del mar (Xicay & Roca, 2018). Aunque es considerada como maleza para cultivos y
pastizales dificil de eliminar ya que su raiz es subterrdnea y penetrante; sus propiedades
medicinales, depurativas, antinflamatorias y diuréticas han despertado el interés de la

comunidad cientifica (Aguirre et al., 2019; Hurtado et al., 2021).

1.2.1. Clasificacion taxondmica

Tabla 2

Clasificacion taxondmica de Taraxacum officinale

Reino: Plantae.

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Asterale

Familia: Asteraceae

Género: Taraxacum

Especie: Taraxacum officinale

Nombre Coman: diente de ledn, achicoria silvestre, amargon,

corona de fraile

Nota. Fuente: (Tropicos, 2021).

1.2.2. Descripcion botanica

Taraxacum officinale es una planta herbacea, perenne y acaule de raiz pivotante que desprende
un latex color blanco (Aguirre et al., 2019). Tiene hojas simples, alternas con bordes dentados
que crecen desde la parte superior de la raiz, alcanzan un tamafio de 36,5 cm de largo y 11 cm
de ancho (Aguirre et al., 2019). Su caracteristica mas notoria es la flor (véase Figura 2)
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hermafrodita, ciclica de color amarillo que emerge desde el centro de sus hojas (Xicay & Roca,
2018). Posee un fruto tipo aquenio con un vilano pedicelado (Aguirre et al., 2019; Tello et al.,

2020).

Figura 2

Caracteristicas morfolégicas del diente de ledn

Figura 2. Planta de diente de ledn en etapa de florecimiento
Fuente: (TN Nursery, 2019)

1.2.3. Distribucidén geogréafica

Es probable que su origen sea europeo y se haya extendido hasta las zonas mas calidas del norte
como Siberia, Groenlandia y el este de Canada (Cacak et al., 2021). También es muy comun
encontrar T. officinale en algunas zonas del continente americano y Nueva Zelanda (L. E.
Mufioz, 2018). Se conoce que hoy en dia es ampliamente naturalizada en todas las regiones del

mundo (Renobales & Sallés, 2001).

Por otra parte, en Ecuador fue introducida de forma accidental en la region andina. Crece entre
los 2000 a 4500 metros sobre el nivel del mar por todo el pais, pero particularmente en las
provincias de Carchi, Azuay, Loja y Pichincha (Aguirre et al., 2019).
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1.2.4. Composicioén quimica

Las hojas de Taraxacum officinale estan conformadas principalmente de lactonas
sesquiterpénicas, acidos fenolicos, cumarinas como la vitamina A en concentraciones mayores
que en la zanahoria (Cacak et al., 2021). Las raices, hojas y flores contienen grandes cantidades
de flavonoides, lactonas y acidos fendlicos que son aprovechados en la industria farmacéutica
para el desarrollo y formulacion de nuevos medicamentos porque su concentracion no

representa riesgos, efectos secundarios o reacciones alérgicas (Khan et al., 2018).

Cabe destacar que la raiz contiene inulina, un polisacarido con propiedades probidticas
importante en la fibra dietética (Pfingstgraf et al., 2021). Por otro lado, las hojas de diente de
le6n contienen un 7,5 % de polifenolicos como: taninos, alcaloides, esteroides y flavonoides

responsables de la actividad fitoquimica de esta planta (Vicharra & Castro, 2017).
1.2.4.1. Propiedades antibacterianas

El potencial antimicrobiano del T. officinale no se ha explorado ampliamente, pero estudios
recientes demuestran que los extractos acuosos de hojas y raices de diente de ledn son eficaces
contra microorganismos patdgenos como Escherichia coli, mientras que los extractos de la raiz
son eficaces en la inhibicién de Staphylococcus aureus (Chen et al., 2021), gracias a los
terpenoides, glucdsidos, taninos y metabolitos bioactivos que aceleran el tiempo de muerte de

estos microorganismos (Lateef & Issah, 2012).
1.2.5. Uso etnoboténico

Aunque siempre ha sido considerada como hierba la mala, el diente de le6n es una planta con
valiosas aplicaciones medicinales como diurético en caso de dolencias estomacales 0 como
tonico laxante para problemas reumaticos (Khan et al., 2018). Gracias a sus multiples
propiedades actualmente se usan sus hojas en ensaladas, té y a menudo se utilizan las raices de

T. officinale como sustituto del café (Pfingstgraf et al., 2021). En algunas comunidades se
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considera que el diente de ledn es un potente purificador de la sangre ya que ha sido efectivo

en el tratamiento de eczema, mala digestion y retencién de liquidos (Lis & Olas, 2019).
1.3. Extractos vegetales

Los extractos vegetales son mezclas biologicamente activas formadas por moléculas de
diferente solubilidad y estructura quimica (Bilia et al., 2018) que se obtienen de los tejidos de
las plantas con el uso de solventes como agua, alcohol o la mezcla de estos (Santamaria et al.,
2015). Esta mezcla de sustancias biosintetizadas se compone principalmente por terpenos,
acidos, alcoholes, ésteres, aldehidos, etc. (Fernandez et al., 2019) que tienen la capacidad de
inhibir microorganismos, actuar en el tratamiento de enfermedades o permitir la innovacion de
la industria alimenticia, farmacoldgica y agropecuaria (Ramirez et al., 2016; Saiz & Lopez,

2011).
1.3.1. Tipos de extractos

La Farmacopea Estadounidense y Argentina, los clasifican segun: la consistencia en
extractos liquidos, en polvo o semisélidos (ANMAT, 2003; USP 30 - NF 25, 2007). Pero
también se los puede clasificar segun: la naturaleza del solvente en acuosos, alcohdlicos,

hidroalcohdlicos, etéreos, etc. (ANMAT, 2003).

Al ser preparaciones que dependen del método extractivo, el grado de concentracién de los

solventes y la consistencia del producto final, Kuklinski (2003) los clasificé en:

e Extractos fluidos: Son aquellos que se obtienen a partir de una solucion
hidroalcoholica mediante percolacion o maceracion, en una relacién 1:1 con el material
vegetal de interés (Casares & Unfried, 2020; Guerra, 2015).

e Extractos blandos: Se obtienen a partir de disolventes acuosos o hidroalcoh6licos y se

caracterizan porque la concentracion de principios activos en la droga original es menor
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en comparacion al preparado final, provocado que su consistencia sea semisolida, poco
estable y de dificil manipulacion (Kuklinski, 2003).

e Extractos secos: Este tipo de preparacién solida se consigue mediante evaporacion del
disolvente (Lopez, 2021) hasta conseguir un polvo fino granuloso de facil manipulacion.
Actualmente se obtiene por lixiviacion logrando mayor estabilidad en el producto final
(Stein et al., 2017).

e Crioextractos: Son extractos que se logran luego de haber congelado el material vegetal
fresco en nitrégeno liquido de -196 °C, permitiendo la conservacion total de los

principios activos de la droga vegetal (Kuklinski, 2003).

1.3.2. Métodos de obtencion de extractos vegetales

Para poder extraer y analizar los diferentes componentes activos presentes en hojas, tallos,
raices, frutos, cascaras, etc. es necesario utilizar un método especifico de separacion con el fin
de que la naturaleza del principio activo no se pierda durante la extraccién (Ruiz, 2020). Para
determinar el método extractivo correcto (véase Figura 3) de los diferentes agentes bioactivos
se deben considerar factores como: la naturaleza del solvente, tiempo de contacto del material

vegetal y el disolvente, el tiempo empleado en la extraccion, la temperatura, etc. (Palacios,

2013).
Figura 3
Clasificacion de los métodos extractivos
| METODOS EXTRACTIVOS |
[ T l T ]
| Extraccion mecanica ‘ |Destilacién| |Extracci(')n con gases‘ | Extraccion con disolventes |
- P 10
B C(;;e;ﬁ:;smn |Discontinua| | Continua |
— Con incisiones | |
— Maceracion "
_ Digestion — Percolacion
- Infusion - Soxhlet

— Decoccion

Figura 3. Métodos extractivos para aislar principios activos directamente del material vegetal
Fuente: (Kuklinski, 2003)
Elaborado por: (Las Autoras, 2022)
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Para ejecutar una extraccion directa de los principios activos del material vegetal se utiliza los

siguientes métodos:

Extraccion mecanica: Este método extrae los principios activos disueltos en los fluidos
propios del material vegetal; se puede realizar mediante expresién que consiste en
aplicar presion sobre el material vegetal, por calor o a partir de incisiones que se realizan
en la planta por donde fluiran los extractos. El producto final de este tipo de extraccion
se conoce como jugo (Palacios, 2013).

Destilacion: Es una técnica que utiliza una fuente de calor para realizar la separacion
de cada componente en funcién del grado de volatilidad de cada principio activo.
Generalmente se usa técnicas de arrastre vapor o hidrodestilacion para realizar este
método (Palacios, 2013).

Extraccién con gases: También conocida como la tecnologia de los solventes verdes.
Se basa en el uso de solventes supercriticos como el didxido de carbono que al estar en
contacto con la muestra vegetal ejercera una presion menor a la critica logrando la

liberacion del extracto vegetal (Roman et al., 2016).

1.3.2.1. Extraccion con solventes

Esta técnica pone en contacto al material vegetal con el solvente, provocando la solubilizacion

de los principios activos. El producto final de esta técnica es un extracto liquido que se

concentra para poder eliminar la cantidad de disolvente necesario (Palacios, 2013).

1.3.2.1.1. Extraccion continua o progresiva

En la extraccion continua se pone en contacto al material vegetal con el disolvente de forma

progresiva, es decir que constantemente se va cambiando en una sola direccion haciendo que

los principios activos se separen por difusion celular (Kuklinski, 2003). Normalmente se usa
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estd técnica cuando no se puede extraer los principios activos de la planta incluso luego de

haber probado con las técnicas mecanicas (Céseres, 2020).

e Percolacion: Se fundamente en la maceracion del material vegetal con ayuda de un
disolvente que se renueva constantemente; es decir que el solvente se desplazara a través
de la droga continuamente hasta que en la sustancia extraida se obtenga un rendimiento
considerable de principios activos (Whalley, 2020)

e Soxhlet: Es un tipo de extraccién liquida-sélida que se logra cuando el material vegetal
molido se pone en contacto con el disolvente mediante ebullicion, haciendo que el vapor
del solvente se condense permitiendo la acumulacién del producto final en el balon de

destilacion (Caseres, 2020).

1.3.2.1.2. Extraccion discontinua o simultanea

También conocida como extraccion liquido-liquido, en este método se sumerge todo el material
vegetal en el disolvente hasta que los principios activos logren propagarse en todas las
direcciones (Kuklinski, 2003). Este tipo de extraccion es mucho mas eficiente ya que depende
de la diferencia de solubilidad del disolvente y los principios activos de la droga (Gonzales et

al., 2018).

e Maceracién: Pone en contacto el solvente con el material vegetal durante un tiempo
considerable hasta agotar la droga y saturar el disolvente. Normalmente esta técnica de
extraccion se realiza por 24 horas removiendo constantemente el preparado (Whalley,
2020).

e Digestion: Es un método parecido a la maceracion, pero trabaja con temperaturas
elevadas con el objetivo de que el solvente se volatilice por ebullicién (Gonzales, 2004;

Whalley, 2020).

13



e Infusién: Utiliza el agua como disolvente donde se introduce el material vegetal hasta
que alcance el punto de ebullicion (Kuklinski, 2003), posteriormente se filtra y se deja
enfriar a temperatura ambiente (Linares, 2013).

e Decoccion: Mantiene en ebullicion al material vegetal duro como raices, tallos o
semillas junto al disolvente de 15 a 30 minutos hasta que se denote un cambio de color

en el disolvente; se deja enfriar y se cierne (Kuklinski, 2003).
1.4. Inocuidad alimentaria

Se trata de la alimentacion nutritiva y segura que no transmite ni causa dafio a los consumidores
(Canales et al., 2021). Aproximadamente 600 millones de personas se enferman y 420 000
mueren al afio por parasitos, bacterias, toxinas, etc. que pueden contaminar los alimentos en
cualquier momento (OMS, 2020). La inocuidad alimentaria debe garantizar que la cadena
productiva de los alimentos se ejecute en perfectas condiciones (Bueso et al., 2018), asegurando

que su ingesta no represente riesgos para la salud (Mensoza et al., 2020).
1.4.1. Enfermedades de Transmision alimenticia (ETA’ s)

Las enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA’ s) se consideran como uno de los mayores
problemas a nivel mundial debido a que su principal medio de transmision son los alimentos o
el agua (ANMAT, 2019). La gran mayoria de ETA’ s se producen por agentes bacterianos como
Salmonella, Staphylococcus, Clostridium, etc. que producen intoxicaciones, infecciones

bacterianas e inclusive la muerte del consumidor (Zufiiga & Caro, 2017).

La falta de informacion complementaria sobre trazabilidad, conocimiento en buenas préacticas
de manufactura y escasos habitos higiénico-sanitarios han acrecentado este problema sobre todo
en paises en vias de desarrollo (Zufiiga & Caro, 2017). De acuerdo con la ANMAT de Argentina

las ETA’ s se pueden clasificar en intoxicaciones o infecciones de la siguiente manera:
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e Infeccion alimentaria: Son ETA’ s trasmitidas por la ingesta de alimentos
contaminados por microorganismos patdgenos como bacterias, parasitos y virus
(ANMAT, 2019).

e Intoxicacion alimentaria: ETA’ s producidas por el consumo de alimentos
contaminados por toxinas bacterianas o0 moho en cantidades tales que perjudiquen la

salud del consumidor (ANMAT, 2019).
1.4.2. Bacterias

Las bacterias causantes de enfermedades de transmision alimentaria no solo representan un
problema de salud, sino también un impacto negativo en la sociedad debido a que disminuye la

productividad, el comercio y generan gastos en medicinas y hospitalizacion (Soto et al., 2016).

Por otra parte; enfermedades gastrointestinales, dolores abdominales, sepsis, vomitos, etc. son
complicaciones comunes producidas por bacterias como la E. coli, Salmonella, Shiguella,
Campylobacter, que a lo largo del tiempo han aumentado su resistencia a antibioticos,
provocando la busqueda de nuevas alternativas de control higiénico-alimentario (Soto et al.,

2016).

En Ecuador, la mayor parte de bacterias alimentarias se trasmiten por la mala manipulacion y
escasa desinfeccion de lugares de consumo y venta de alimentos como restaurantes, patios de
comida, mercados y comercio informal. Por esa razon, durante el 2020 se reportaron 327,721
casos de vigilancia epidemioldgica relacionados a intoxicaciones e infecciones alimentarias

(SIVE, 2020b).

En la presente investigacion se dara énfasis en dos bacterias de interés epidemioldgico
Salmonella typhimurium ATCC 14028 y Escherichia coli ATCC 25922 (véase Figura 4)

causantes de ETA’ s en varios paises alrededor del mundo.
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Figura 4
Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella typhimurium ATCC 14028

o : S

Figura 4. Cepas de E. coli ATCC 25922 y S. typhimurium ATCC 14028
Elaborado por: (Las autoras, 2021)

1.4.2.1. Bacterias gramnegativas

Son aquellas bacterias formadas por células de pared delgada compuesta de lipopolisacarido y
que se identifican mediante tincion gram luego de decolorarse y tefiirse de rojo por accion de
la safranina (Rodriguez & Arenas, 2018). Estan mayormente constituidas por el género
Entorebacter, género causante de la gran mayoria de intoxicaciones alimentarias(Silva &
Martinez, 2018; Zufiiga & Caro, 2017). Dentro de este género se ubican las especies bacterianas
con mayor importancia médica debido a su facilidad de proliferacion como: Escherichia,

Shigella, Salmonella, Klebsiella, Proteus, Yersinia, etc.(Ryan & Ray, 2017).

e Salmonella

Es un bacilo no esporulado y mévil perteneciente al grupo de los gram negativos, se encuentra
principalmente en carne de pollo, cerdo, huevos, o jamon (Soto et al., 2016). Se aloja en el
intestino de humanos o animales y se puede transmitir por contacto con heces infectadas (SIVE,
2021a). Se caracteriza principalmente por su forma basal, un filamento formado por flagelina,

un fragmento de unién (hook) y un antigeno capsular (Vi) (Kiflu et al., 2017; Meza & Morales,
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2020).Uno de los 2,500 serotipos de amplio espectro del género Salmonella es el serovar
Typhimurium, considerado como el serovar hospedador mas tipico en animales debido a su alto
grado de patogenicidad a tal punto de ser catalogado como un patégeno alimentario,
ligeramente agresivo, responsable de la mayoria de las infecciones gastrointestinales (Branchu

et al., 2018) y entéricas trasmitidas por alimentos (Roth, 2001).

Durante el periodo de 2015 y 2017 la subespecie entérica serovar Typhimurium se ubico en
cuarto lugar de vigilancia epidemioldgica en Europa y Estados Unidos debido a su repentino
crecimiento a nivel mundial por transmision directa en humanos, al ingerir productos carnicos

crudos o procesados (comida callejera) (Cuenca et al., 2020).

e Escherichia

Es una bacteria gram negativa, anaerobia facultativa y usualmente movil que esta formada por
flagelos peritricos. Se encuentra principalmente en la parte intestinal de humanos y animales
por lo que se le considera como indicador de contaminacion fecal en agua y alimentos (Soto et
al., 2016). Estudios afirman que el principal medio de trasmision de este microorganismo es a

través de las manos (Farifias & Martinez, 2013).

El género Escherichia ha sido causante de brotes epidémicos, infecciones intestinales por el
consumo de carne, leche no pasteurizada, agua o productos agricolas contaminados (Seni, 2017)
y aunque la mayoria de serotipos son inofensivos; hay algunas consideradas oportunistas como
la E. coli ATCC 25922 que causan diarrea y han sido responsables de 700,000 muertes al afio
en paises en vias de desarrollo (Kwon et al., 2017), sobre todo por el consumo de carne que
gracias a su alto contenido de proteinas representa el principal reservorio de este tipo de
bacterias patdgenas (Bergeron et al., 2012).Por otra parte, es importante mencionar que el uso

progresivo de agentes quimicos para prevenir las ETA’ s causadas por E. coli han hecho que
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cientos de serotipos desarrollen resistencia a los antibio6ticos y por ende el aumento gradual de

nuevas enfermedades causadas por la inocuidad alimentaria (Lukman et al., 2020).

1.5. Sensibilidad antimicrobiana

También conocida como sensibilidad antibidtica, se trata de una serie de técnicas que facilitan
la interpretacion de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana con el fin de evaluar y vigilar los
mecanismos de resistencia bacteriana, detectar diseminaciones epidémicas de alguna cepa a
tiempo, controlar el uso de antimicrobianos y desarrollar nuevas alternativas de control
bacteriano a nivel industrial (Ortez & Rankin, 2005). Usualmente, estos métodos necesitan
modificaciones para asegurar que los resultados sean confiables, sobre todo por el continuo
desarrollo de agentes antimicrobianos cada vez mas fuertes que aseguren el control de cientos
de enfermedades infecciosas causadas por patdgenos (De la Osa et al., 2017; Sacsaquispe &

Velasquez, 2002).

1.5.1. Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

Se pueden clasificar en pruebas cuantitativas y cualitativas (Taroco et al., 2008) :

e Pruebas cuantitativas: Consienten en la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB).

e Pruebas cualitativas: Se tratan de aquellas pruebas que permiten categorizar a los
microorganismos como resistentes o sensibles mediante métodos como el de difusion

en disco.

1.5.2. Métodos de dilucion

Los métodos de disolucion en caldo o agar se emplean para medir cuantitativamente la accion
“in vitro” de un antimicrobiano (antibioticos, extractos de plantas, etc.) frente a una siembra

bacteriana (Malbran, 2012). Consiste en la inoculacion de cepas bacterianas de interes en
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diferentes concentraciones de antimicrobiano para determinar su crecimiento en funcion del

método empleado (Taroco et al., 2008).
1.5.2.1. Método de microdilucién en caldo

Consiste en la determinacion visual de la presencia o ausencia de un agente microbiano en un
medio de cultivo en presencia de una de antimicrobiano. Se denomina “microdilucién” porque
utiliza placas multipocillo (véase Figura 5) para la determinacion de turbidez (Pérez & Rivas,

2021).

En cada uno de los 96 pocillos de la placa se determinara el nivel de turbidez del microrganismo;
es decir cuando la concentracion del antimicrobiano inhibe completamente el crecimiento de la
bacteria, el pocillo no presentara turbidez (Malbran, 2012). Se recomienda que la concentracién
final en cada pocillo sea entre 1y 5 x10* ufc/mL y que los pocillos finales se retengan para
evaluar el control negativo (sin indculo) y el control positivo (sin antimicrobiano) (Pérez &

Rivas, 2021).

Figura 5
Método de microdilucién en caldo
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9 Dilucién seriada desde el primer pocillo e Incubacion o Lectura de la CMI

Figura 5. Proceso de determinacion de la CMI mediante el método de microdilucion en caldo.
Fuente: (Pérez & Rivas, 2021)
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1.6. Desinfectantes

Es un agente de naturaleza quimica que se emplea para limpiar la superficie de los alimentos y
eliminar la mayoria de los microorganismos que pueden causar problemas de salud (SNGRE,
2020). Cabe destacar que este agente limpiador no elimina microorganismos esporulados como
Bacillus (SSA, 2020) ya que siempre existird materia organica imperceptible que interferird con

la accion del desinfectante (SUBREDES, 2018).
1.6.1. Desinfectantes alimentarios

Es una formulacién que tiene por objetivo remover la suciedad y desinfectar productos de
origen agropecuario como frutas, hortalizas y vegetales de riesgos bioldgicos (virus, parasitos,
bacterias) (OIRSA, 2020). Este tipo de alimento puede contaminarse en cualquier momento
durante su cadena productiva por la mala manipulacion, almacenamiento o transporte (Paz,

2018).

Actualmente el mercado mundial oferta productos de origen quimico y biol6gico para la
correcta desinfecciéon de alimentos de primera necesidad; sobre todo considerando el riesgo

epidemioldgico que atraviesan todos los paises (OIRSA, 2020).
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2. Materiales y métodos

2.1. Recoleccion del material vegetal

Se recolectd 1 kg de material vegetal (hojas) de uvilla en la provincia de Cotopaxi, canton
Saquisili, barrio Piedra Colorada, en las coordenadas 0°49°36.6” S 78°40°01.2” W. En funcion
a lo mencionado por (Cueva et al., 2017), donde explica que los monoterpenos y compuestos
fenolicos como 1-hexanol, eucaliptol y 4-terpeno presentes en hojas y tallos de uvilla son los
encargados de actuar como inhibidores de microorganismos, ademas la presencia de
witandlidos y alcaloides como physoperuviana le otorgan la actividad antimicrobiana,

antioxidante e insecticida a las hojas de uvilla (Mendoza et al., 2021).

De la misma forma se recolect6 1kg de material vegetal (hojas) de diente de ledn en la provincia
de Pichincha, canton Quito, parroquia de Guamani, barrio Sierra Hermosa, en las coordenadas
0°19°27.497” S 78°33°31.615” W. Ya que (Chen et al., 2021), manifiesta que los extractos
acuosos de las hojas de diente de ledn son eficaces contra microorganismos patdgenos gracias
a los terpenoides, glucdésidos, taninos y metabolitos bioactivos que aceleran su tiempo de muerte

(Lateef & Issah, 2012)

La coleccién del material vegetal se realiz6 durante el mes de septiembre de 2021 tomando en
cuenta el tiempo de madurez de ambas plantas; con la finalidad de que las hojas tengan un

tamafio considerable (véase Anexo 1).

2.2. ldentificacion y seleccion del material vegetal

Para la seleccion del material vegetal (hojas) se considerd hojas en buen estado; evitando
plantas con sintomas de enfermedad o con alteracion visible. Durante la recoleccion se
utilizaron sacos de polipropileno limpios y secos para conservar la naturalidad del material

seleccionado.
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2.3. Secado y desinfeccion

Inicialmente se procedio a separar los restos bioldgicos ajenos a las hojas como tallos, palos,
pelos, etc. Posteriormente se retira las muestras de tierra o polvo de las hojas y colocar el
material vegetal en una tina con 5L agua potable y 240 mL de hipoclorito de sodio al 1 % por
un tiempo aproximado 10 minutos, Posteriormente se lava las muestras de material vegetal

hasta comprobar visualmente la ausencia de algin material extrafio sobre las hojas.

Se colocd las hojas sobre lonas plasticas (gangocha) procurando que no se aglomeren una sobre

la otra para conseguir un secado al sol uniforme (

Anexo 2). El tiempo aproximado de secado fue de dos semanas a una temperatura ambiente
de 24,9 °C aproximadamente. Finalmente se colectd el material seco en fundas plasticas para

su posterior tamizado.

2.4. Molienda y tamizaje

El proceso de molienda es el paso previo a la obtencion de los extractos vegetales con el objetivo
de disminuir el tamafio de las particulas de la muestra vegetal y permitir el paso del solvente en

el tejido vegetal (Franklin, 2019).

Una molienda excesiva produce malas extracciones por la dificultad que presenta el solvente
para ejecutar la accion de extraccion. Una molienda muy fina puede ocasionar que pasen
particulas durante la filtracion o caso contrario que la filtracion sea lenta y la pérdida del

extracto muy alta (Codelco Chile, 2019).

Por tal razdn, tanto las hojas de uvilla como de diente de ledn fueron trituradas en una licuadora
Oster Xpert Series, procurando obtener particulas de 1cm aproximadamente (Salcedo et al.,
2018; Vicharra & Castro, 2017) , que se reservaron sobre ldminas de aluminio para no alterar

las caracteristicas bioldgicas de las hojas (véase Figura 6).

22



Figura 6

Proceso de molienda y tamizado

Figura 6. a) material vegetal seco, b) tamizaje de la droga,
c¢) molienda
Elaborado por: (Las autoras, 2022)

2.5. Obtencion de extractos fluidos

La seleccion del menstruo o disolvente es importante porque de este dependera que el extracto
contenga la mayor cantidad de constituyentes quimicos de la planta. EI proceso sucede cuando
el solvente penetra las células vegetales de las hojas y elimina el aire contenido en el citoplasma,
provocando que las moléculas extraibles de la planta se adhieran a las moléculas del solvente

(Carpintero & Salazar, 2014).

La extraccion cuenta con tres etapas: penetracion del solvente en la célula, dilucion de las
celulas extraibles y fusion de la solucion al exterior de la célula vegetal. Por otra parte, las
variables que interfieren en el proceso de extraccidn son: el tamafio de la particula, temperatura,

naturaleza del solvente, tiempo de extraccion y agitacion (Ramirez et al., 2016).

La preparacion de los extractos fluidos se realizé siguiendo el siguiente proceso (USP 30 - NF

25, 2007)
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e En una balanza semianalitica OHAUS (Scout Pro SP2001) se pesd 1kg del material
vegetal previamente triturado, posteriormente se humecto por un periodo de 1 hora con

3000 mL de alcohol 96°  Anexo 3).

e Una vez transcurrido este tiempo, se preparé el percolador comprobando que la llave de
la parte descendente se abre correctamente y el flujo de salida no tenga ningln

impedimento.
2.5.1. Percolacion

El proceso de percolacién permite la separacion de extractos fluidos con solventes de
alcohol o alcohol-agua. A partir de bibliografia se determind que una concentracion de alcohol
potable del 96 % permite la correcta extraccion de los principios activos de uvilla logrando
obtener un extracto fluido que es igual de efectivo que las alternativas quimicas utilizadas para
actuar frente a las bacterias (Cueva et al., 2017), ya que el solvente conserva la actividad
antibacteriana de las sustancias bioactivas presentes en las hojas de uvilla (Ivanova et al., 2019;

Wau et al., 2006).

De la misma forma la concentracion del 96 % de alcohol conserva la actividad antibacteriana
de los principios activos contenidos en las hojas de diente de ledn, ademas de permitir la
obtencion de un extracto fluido que inhibe bacterias comunes transmitidas por la manipulacion

(Jassim et al., 2012; Tettey et al., 2014).

El procedimiento inicia colocando el material vegetal en el percolador junto con el solvente
sobre una capa de algoddn en el fondo a modo de tapdn, siendo éste un elemento esencial para
la filtracion. Posteriormente se deja reposar de 24 hasta 48 horas y se obtiene el extracto

hidroalcohdlico que se concentrara en un rotavapor (Naviglio et al., 2019).
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En la presente investigacion se utilizo la técnica descrita en la Farmacopea de Estados Unidos
(USP 30 - NF 25, 2007) para obtener un extracto hidroalcohdlico a partir de una muestra seca

(véase Figura 7) :

e Se coloca un 1kg de material vegetal humectado en un percolador de acero inoxidable
de 500 L sobre una capa de algoddn que se encuentra en la llave del percolador para
sostener la muestra himeda. Se afiade 2000 mL del disolvente etanol 96 % hasta cubrir

todo el material vegetal y se deja reposar por 24 horas

e Trascurrido el tiempo se recolect6 el liquido en un vaso de precipitacion de 500 mL y

se trasvaso en frascos ambar de 1L, que se refrigeraron por 24h.

e Posteriormente se concentré el extracto en un rotavapor BUCHI R-100 de 1000 mL a

40 °C y 40 rpm, hasta obtener un volumen de 250 mL.

e Seunieron las fracciones obtenidas de 250 mL cuatro veces, hasta obtener un total del
extracto correspondiente a 1000 mL de cada especie, formando una concentracién 1:1

del extracto fluido.

e Se medi6 el grado alcohdlico de los extractos obtenidos hasta llegar al 70 %, un grado

alcohdlico antibacteriano (véase Anexo 2).

¢ Finalmente se colocaron los extractos en frascos ambar de 1L y se conservaron en

refrigeracion hasta su respectivo analisis.
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Figura 7
Proceso de obtencién de los extractos fluidos

Figura 7. a) trasvasado del material humectado, b) material
vegetal en reposo, c) extracto fluido de T. officinale
Elaborado por: (Las autoras, 2022)

2.6. Preparacion de las formulaciones de P. peruviana y T. officinale

El extracto fluido de P. peruviana y T. officinale se diluyd con agua destilada hasta obtener tres
concentraciones iniciales de 25 %, 50 % y 75 % en frascos ambar con tapa de 25 mL; es decir

tres formulaciones iniciales con tres diferentes concentraciones (véase Figura 8).

Tabla 3

Concentraciones iniciales

Concentracion del extracto (%) Extracto (mL) Agua estéril (mL) Volumen total (mL)

75 23,33 1,67
50 16,66 8,34 25
25 8,33 16,67

Nota. Cantidades necesarias de ambas soluciones para preparar las formulaciones iniciales
Elaborado por: (Las autoras, 2022)

Una vez realizadas las concentraciones iniciales se procedio a preparar las cinco formulaciones
que serdn evaluadas frente a E. coli y Salmonella; F1 y F2 se componen Unicamente de la
concentracion de 50 % de cada planta, mientras que F3, F4 y F5 se prepararon con la mezcla

de las concentraciones de 25 % y 75 % de P. peruviana y T. officinale. Es importante destacar
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que las plantas de uvillay diente de ledn tienen propiedades antibacterianas frente a las bacterias

indicadas (Borrego & Alba, 2019; Montes, 2020) .

Tabla 4

Formulaciones finales para evaluacién

Formulacion Especie Concentracién (%)  Volumen total (mL)
F1 uvilla 50
F2 diente de ledn 50
F3 uyllla , 25
diente de ledn 75 o5
Fa uyllla , 75
diente de ledn 25
F5 uyllla ’ 50
diente de ledn 50

Nota. Concentraciony volumen final de las cinco formulaciones que se evaluaran por CMI
Elaborado por: (Las autoras, 2022)

Finalmente se conservan las formulaciones en refrigeracion hasta el momento de su

evaluacion.

Figura 8
Formulaciones

Figura 8. a), b) formulaciones base, ¢) formulaciones finales
Elaborado por: (Las autoras, 2022)
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2.7. Determinacion de la Concentracién minima inhibitoria (CMI)

Para determinar la actividad antimicrobiana se utilizé el método de dilucion o microdilucion en
caldo en concentraciones de ug/mL de extractos de uvilla (Physalis peruviana) y diente de ledn
(Taraxacum officinale) para comprobar la capacidad inhibitoria de sus principios activos sobre
dos enterobacterias: Escherichia coli, y Salmonella typhimurium (Nonato et al., 2020; WHO,

2008).

2.7.1. Activacion del hisopo KWIK-STICK™:
Para la activacion de los hisopos de bacterias Escherichia coli ATCC® 25922™ y Salmonella
typhimurium ATCC® 14028 ™ se siguié el procedimiento indicado por el fabricante

(MicroBiologics, 2021):

Abrir con cuidado el sobre y sacar el hisopo, retirar la etiqueta removible y presionar la ampolla
de la parte superior que contiene la bacteria ATCC para que moje el hisopo. Sacar el hisopo y
sembrar inmediatamente en cajas Petri con medio Agar nutriente Difco ™, finalmente colocar
el hisopo en un tubo de ensayo con caldo TSB. Incubar por 24h a 37 °C en una incubadora
MEMMERT, UV-VIS. Es importante mencionar que todo el procedimiento se realizé en

camara de flujo laminar para evitar cualquier tipo de contaminacion.

2.7.2. Resiembra de las cepas ATCC (American Type Culture Collection)

Transcurrido el tiempo de activacién del hisopo, se sembraron las bacterias de E. coli ATCC®
25922™ vy S, typhimurium ATCC® 14028 ™ tilizando la técnica de estriado simple en cajas
petri de plastico con medio Agar nutriente Difco ™, posteriormente Se incuba las cajas petri

por 24 h a 37 °C (Rodriguez & Zhurbenko, 2018) .
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2.7.3. Preparacion del indculo bacteriano

Luego de preparar la cAmara de flujo laminar, se inicia realizando una suspension directa de
tres a cuatro colonias bacterianas aisladas de la placa con agar de E. coli ATCC® 25922™y S,
typhimurium ATCC® 14028 ™ de manera independiente, posteriormente con un asa
bacterioldgica se toma el microorganismo, se resuspende el indculo en un tubo de ensayo de
vidrio con 10 mL de medio liquido TSB (Tryptic Soy Broth) y se incuba el indculo por 24 h a
37 °C (CLSI, 2018).

Trascurrido el tiempo necesario. Se diluye el in6culo con medio TSB estéril en un tubo de
ensayo con tapa, se homogeniza el cultivo con ayuda de un Vortex Mixer K-gemmy por 3
minutos hasta conseguir una turbidez de 0,1 McFarland (Bermudez et al., 2019; Matheus et al.,
2016).

La concentracion se confirmd y ajust6 en un espectrofotdémetro UV-VIS Shimadzu UV mini

1240 a una longitud de onda de 625 nm y una absorbancia entre 0,08 y 0,12.

2.7.4. Preparacion del colorante cloruro de trifeniltetrazolio al 0, 8% (TTC)

Se diluy6 80 mg del colorante TTC con 10 mL de agua estéril (fria) en un frasco ambar de 125
mL recubierto con papel aluminio debido a que se trata de un reactivo fotosensible. Se

homogeniza y refrigera durante 24h.
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Figura 9
Preparacién de la CMI

Figura 9. a), b) activacion del hisopo, c) resiembras, d) preparacion
del indculo, €) preparacién del TTC
Elaborado por: (Las autoras, 2022)

2.7.5. Preparacion de las microplacas de 96 pocillos

Para la técnica se utilizaron tres microplacas Falcon® de 96 pocillos estéril con tapa, donde se
coloco un volumen final de 180 uL en cada pocillo utilizando una micropipeta monocanal
Thermoscientific® (10 a 100 pL). Posteriormente se lleno la microplaca siguiendo el esquema
de la Figura 10. Cada formulacion se evalu6 por duplicado, un control positivo y un control

negativo.
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Figura 10

Distribucion de la microplaca
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Figura 10. Distribucidon de la microplaca para evaluar las formulaciones

Nota. M (Medio TSB), F (Formulaciones), A (Alcohol), I (In6culo), TTC (colorante), C+ (Control positivo),
C- (Control negativo), F1 a F5 (cinco diferentes formulaciones)

Elaborado por: (Las autoras, 2022)

Se inicia llenando la fila (A) de la microplaca de la siguiente manera:

e Enlafila A secoloca 70 pL de medio Mueller Hinton y 110 pL de extracto; es decir se
Ilena con 180 pL desde Al a A10. Hay que tomar en cuenta que la evaluacion de los
extractos se hace por duplicado.

e A partir de la segunda fila en adelante (B-H) se coloc6 90 pL de medio Mueller Hinton
y se traspaso 90 uL de la fila A hacia la fila B siguiendo el mismo procedimiento hasta

la fila H donde se desechd 90 pL de la mezcla.

Para los controles se utilizaron la columna 11 (Control positivo) y columna 12 (Control

negativo) donde se diluye el antibiotico y las cepas de interés como se detalla a continuacion:

e Enlacolumna 11 se coloca 70 pL de medio Mueller Hinton y 110 pL de alcohol potable
de 70° como antibiotico.
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e Enlacolumna 12 se colocé 180 pL de medio Mueller Hinton

Posteriormente, se coloca 15 pL del in6culo en cada uno de los pocillos de la microplaca,

obteniéndose un volumen final de 195 pL. Se cubre las placas con papel aluminio y se incuban

a 35+ 2 °C en una incubadora de agitacion Tecnical TE-420 por 24 horas a 40 rpm.

Trascurrido el tiempo de incubacién se coloca 20 pL de colorante TTC 0,8 % en cada pocillo
y se incuba inmediatamente a 35 =2 °C por 1 hora a 40 rpm. Cabe mencionar que todo el
proceso se realizo dentro de una cdmara de flujo laminar estéril para evitar cualquier tipo de

contaminacion.

2.7.6. Andlisis de Concentracion minima inhibitoria (CMI)

El anlisis de inhibicion se realiza de forma visual observando el cambio de color en cada
pocillo considerando que el color rojo intenso indica la presencia de bacterias y que la
inexistencia de color indica la inhibicion de la bacteria (Mahmoud et al., 2019). En la presente
investigacion, la evaluacién de la microplaca se realizé en funcion de la capacidad inhibitoria
de las formulaciones frente a cada una de las bacterias de interés con ayuda del equipo de lectura

Microplate Reader MRC (ELISA) a una longitud de onda de 450nm.

2.7.1. Analisis estadistico

El analisis estadistico se enfoca en la aplicacion de un analisis estadistico de varianza (ANOVA)
con un disefio experimental (DBCA) de blogues completamente al azar y un analisis
multivariado de conglomerados de encadenamiento simple, para evaluar la actividad inhibitoria
de las formulaciones de diente de le6n (Taraxacum officinale) y uvilla (Physalis peruviana)
frente a E. coli ATCC® 25922™ y S, typhimurium ATCC® 14028 ™, Se utilizo6 el programa

estadistico Infostat version libre 2020 y se desarroll6 pruebas Post Hoc de Duncan 5 %.
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Figura 11

Preparacion de la microplaca

Figura 11. a) llenado de la microplaca, b) incubacién, c) analisis de la
microplaca, d) lectura de absorbancias
Elaborado por: (Las autoras, 2022)
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3. Resultados y discusion

3.1. Obtencidn de extractos vegetales acuosos

Se obtuvo los extractos de diente de leon (T. officinale) y uvilla (P. peruviana) mediante
percolacion usando las hojas limpias, secas y en buen estado (Rodriguez & Alvarez, 2021).
Usando un percolador de 500 mL, se mantuvo en reposo las hojas tamizadas y humectadas con
etanol al 96 % durante 48 horas para poder extraer el solvente en una relacion 1:1. Finalmente
se coloco en un rotavapor por aproximadamente dos horas hasta obtener una concentracion del

100 % de la que se prepararon las diferentes formulaciones.

3.1.1. Preparacion de las formulaciones

Se realizaron cinco formulaciones a partir de tres concentraciones iniciales de 25 %, 50 % y 75
%, para evaluar la capacidad inhibitoria de las formulaciones puras (solo con un extracto) y las
formulaciones obtenidas de la combinacion del extracto de diente de ledn y uvilla.
Teoricamente las mezclas de extractos no presentan antagonismo puesto que sus hojas
contienes flavonoides como apigenina en el diente de ledn (Tello et al., 2020) y catequina en la
uvilla (Medina et al., 2020) que al estar en contacto mejoran su actividad antioxidante (Pineda
et al., 2019) y antimicrobiana sin presentar efectos secundarios en su aplicacion (Ramirez et

al., 2016).

3.2. Determinacion de la CMI de los extractos acuosos por el método de

microdilucion en caldo.

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de las cinco formulaciones frente
a E. coli ATCC® 25922™ y S, typhimurium ATCC® 14028 ™, se realizaron tres microplacas
de cada una de las bacterias con el fin de obtener la mayor cantidad de datos y corroborar la

efectividad de las diferentes formulaciones (véase Figura 12 y 13).
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3.2.1. Evaluacion de la CMI para S. typhimurium ATCC® 14028 ™

Se realiz una evaluacion cualitativa donde se analiz6 la presencia o ausencia de crecimiento
de S. typhimurium usando el revelador TTC en una concentracion de 8 %, donde se evidencia
el cese de crecimiento bacteriano desde la Fila A hasta la Fila E y que a partir de la Fila F hasta
la Fila H se empieza a degradar el color verde intenso propio de la clorofila de los extractos,
hasta tornarse en un violenta intenso debido a la inexistencia de actividad antibacteriana; es
decir que el reactivo TTC (cloruro de trifeniltetrazolio) cumple una actividad deshidrogenasa,
transformandose en 2,3,5 trifeniltetrazolio y provocando la revelacion del color rojo o violeta
en el citoplasma de las células bacterianas vivas (Myszograj et al., 2018). Por otro lado, el
control positivo no presenta ninguna coloracion, reafirmando el poder inhibitorio de las
formulaciones a diferencia del control negativo donde todos los pocillos de la columna 12 estan

coloreados por el reactivo TTC (véase Anexo 7).

Figura 12

Resultados de Microdilucién en Caldo para S. typhimurium

F1 F2 F3 F4 F5 C+ C-
Figura 12. Resultado del grado de inhibicion de los extractos de T. officinale y
P. peruviana frente a S. typhimurium
Elaborado por: (Las autoras, 2022)
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3.2.2. Evaluacion de la CMI para E. coli ATCC® 25922™

La evaluacion cualitativa de la microplaca de E. coli determind que las formulaciones aplicadas
desde F1 a F5 reportaron inhibicion debido a la presencia de un notable color verde desde la
Fila A hasta la Fila D (véase Figura 13) procedente del alto contenido de clorofila de los
extractos de uvilla y diente de ledn. Por otro lado, a partir de la Fila E hasta la Fila H empieza
a resaltar el color violeta debido a que la concentracion de las formulaciones va disminuyendo
progresivamente hasta llegar a la Gltima fila. Estos resultados se reflejan porque, a mayor
cantidad de extracto mayor sera el nivel de inhibicion bacteriana, ya que el cese de crecimiento
depende de la concentracion de principios activos (Kathare et al., 2021). Cabe destacar que en
el control positivo no se evidencia presencia de crecimiento microbiano mientras que el control

negativo la coloracion violeta est4 presente en toda la columna (véase Anexo 8).

Figura 13

Resultados de Microdilucién en Caldo para E. coli

Figura 13. Resultado del grado de inhibicién de los extractos de T. officinale V|
P. peruviana frente a E. coli
Elaborado por: (Las autoras, 2022)
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Los resultados interpretativos de las microplacas afirman que los extractos de ambas especies
poseen un alto grado de inhibicidn bacteriana puesto que el diente de ledn contiene una alta
concentracion de bioactivos antibacterianos contra bacterias gran negativas como: saponinas,
taninos, flavonoides y alcaloides (Nazir, 2021) y la uvilla posee principios activos como
flavonoides que fortalecen la actividad antimicrobiana de las formulaciones evaluadas en la

presente investigacion (Akhzari et al., 2021) .
3.3. Anélisis cuantitativo del MIC

El anélisis cuantitativo se realizd midiendo las absorbancias de cada una de las celdillas de la
microplaca con ayuda del equipo Auto Microplate Reader MRC, donde se conoce que la
absorbancia es directamente proporcional a la concentracion bacteria, es decir; que un valor

pequefio de absorbancia representa un porcentaje bajo de crecimiento microbiano o viceversa.

Como se ha mencionado previamente para el presente estudio se realizaron tres microplacas
para cada bacteria, de las cuales se calculo el promedio de las absorbancias de cada formulacién

para facilitar el andlisis de los datos (véase Tabla 5y 6).

Posteriormente, se obtuvo el porcentaje de inhibicion para E. coli ATCC® 25922™ y S,
typhimurium ATCC® 14028 ™, Segun (Doroteo et al., 2013) el porcentaje de inhibicion se

calcula con la siguiente formula:

(Ao — Am) x

100
Ao

% inhibicion:

Donde:

Ao = Absorbancia del control negativo

Am= Absorbancia de cada formulacion
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Como se observa en la Tabla 5y 6 los porcentajes de inhibicién mas altos corresponden a las
formulaciones F2 y F3, llegando hasta un 98 % de inhibicion. Estos resultados fueron mas altos
en comparacion con las tres formulaciones restantes que fluctdan entre 50 % y 90 %. Esto pudo
ser ocasionado por el hecho de que F2 y F3 son formulaciones compuestas en gran parte por el
extracto fluido de diente de Ledn (véase Tabla 4), lo que corrobora el hecho de que el diente de
ledn es eficaz contra microorganismos patdégenos gracias a la variedad de sustancias bioactivas
gue componen la estructura quimica de sus hojas, logrando acelerar el tiempo de muerte de

patdgenos como E. coli y Salmonella (Chen et al., 2021).

Por otro lado, el porcentaje de inhibicion para la F2 Y F3 para E. coli ATCC® 25922™ vy S,
typhimurium ATCC® 14028 ™ en las tres microplacas se mantienen, a diferencia de las demés
formulaciones donde los porcentajes varian considerablemente, pero sin estar por debajo del 40
%. En general para los dos microrganismos, la dosis de formulacion aplicada se considera como
la concentracién necesaria de extracto fluido para inhibir el crecimiento de al menos el 50 % de
la poblacién de microorganismos. Lo que comprueba que cualquier formulacién puede ser

efectiva a 25 %, 50 % y 75 % de concentracion inicial.

Tabla 5

Lectura de absorbancias de la MIC obtenidas mediante el equipo Auto Microplate Reader
para E. coli ATCC® 25922™

MICROPLACA
I I I
Especie Formula Abs 9% Inhibicion | Abs % Inhibicién | Abs % Inhibicion
EC F1 0,77 54 0,51 42 0,45 45
EC F2 0,023 98 0,016 98 0,017 98
EC F3 0,033 97 0,031 96 0,054 93
EC F4 0,55 67 0,48 45 0,29 65
EC ) 0,2 78 0,38 57 0,4 51
EO FO 0,96 0 0,88 0 0,82 0

Nota: EC (E. coli), EO (Testigo), F1 a F5 (Formulaciones) FO (Testigo), Abs (absorbancias promedio)
Elaborado por: (Las autoras, 2022)
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Tabla 6

Lectura de absorbancias de la MIC obtenidas mediante el equipo Auto Microplate Reader para
S. typhimurium ATCC® 14028 ™

MICROPLACA
| 11 11
Especie Formula Abs % Inhibicion | Abs % Inhibicién | Abs % Inhibicion
ST F1 0,067 93 0,3 68 0,22 75
ST F2 0,016 98 0,016 98 0,017 98
ST F3 0,018 98 0,019 98 0,024 97
ST F4 0,078 92 0,81 91 0,093 89
ST F5 0,096 90 0,094 90 0,092 90
SO FO 0,92 0 0,95 0 0,88 0

Nota: ST (S. typhimurium), SO (Testigo), F1 a F5 (Formulaciones) FO (Testigo), Abs (absorbancias promedio)
Elaborado por: (Las autoras, 2022)

3.4. Resultados del analisis estadistico

Para la evaluacion estadistica de los resultados se tom6 como variable los resultados de
absorbancias obtenidas con el equipo de lectura Auto Microplate Reader MRC (ELISA)

tomando en cuenta las siguientes hipétesis.

e Hipotesis alternativa (Ha): Establece que el desinfectante natural obtenido de los
extractos de uvilla y diente de ledn disminuyen la carga microbiana presente en frutas y
vegetales.

e Hipotesis nula (Ho): Sostiene que los extractos obtenidos no cumplen con los analisis

microbioldgicos para formular un desinfectante con ingredientes naturales.
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3.5. Anélisis estadistico de varianza (ANOVA)

3.5.1. ANOVA del porcentaje de inhibicion (Abs) de E. coli frente a las diferentes

formulaciones.

Tabla 7

Andlisis de varianza de las formulaciones frente a E. coli ATCC® 25922™

Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V SC Gl CM F p-valor
Especie 0,19 1 0,19 11,19 0,0074
Formula 0,27 4 0,07 3,85 0,0380
Bloque 1,66 2 0,83 47,77 <0,0001
Error 0,17 10 0,02

Total 2,29 17

Elaborado por: (Las autoras, 2022)

En el andlisis de varianza de las formulaciones frente a E. coli ATCC® 25922™ (véase Tabla
5), se determina que existe inhibicion de la bacteria debido a que el resultado obtenido en
especie de 0,0074 y en formula es de 0,0380 son menores al valor de significancia de 0,05 de

la prueba Duncan. Por lo tanto, se acepta la hipotesis alternativa.

Para determinar cual es la formula que actGa de mejor manera frente a E. coli se realiz6 una
comparacion entre las formulas y la especie bacteriana mediante la prueba Duncan; los

resultados obtenidos se muestran en las siguientes tablas.

Tabla 8

Resultados de comparacion de la prueba Duncan, para evaluar la capacidad inhibitoria del
testigo frente a E. coli

Test: Duncan Alfa = 0,05

Especie Medias
EO 0,44 A
ET 0,72 B

Nota: ET (especie con tratamiento), EO (especie sin tratamiento).
Elaborado por: (Autoras, 2022)
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Los resultados obtenidos entre en los grupos especie con tratamiento (ET) y especie sin
tratamiento (EO) no comparten la misma letra, es decir que son significativamente diferentes.
Estadisticamente se toma en cuenta el valor mayor de las medias para determinar el mejor grupo
por lo tanto, se confirma que las formulaciones generan un efecto inhibitorio en el

microorganismo dado a que el valor de su media es de 0,72.

Tabla 9

Resultados de comparacion de la prueba Duncan, para determinar la mejor formulacion frente
a E. coli

Test: Duncan Alfa = 0,05

Formula Medias

FO 0,44 A

F5 0,50 A

F1 0,63 A B
F4 0,78 B
F3 0,84 B
F2 0,84 B

Elaborado por: (Las autoras, 2022)

Al realizar la comparacion de las cinco formulaciones frente al valor testigo (Control +) se
confirma que la mejor formulacion frente a E. coli ATCC® 25922™ es la F2 con un valor de
0,84, seguida de la F3 con un valor de 0,84 y F4 con 0,78 debido a que poseen las madias con
mayor valor y son significativamente diferentes al no compartir una letra. La F2 se obtuvo a

partir del extracto puro de diente de ledn a una concentracion del 50 % (véase tabla 4).

3.5.1. ANOVA del porcentaje de inhibicion (Abs) de S. typhimurium a las
diferentes formulaciones.

Tabla 10

Anélisis de varianza de las formulaciones frente a S. typhimurium ATCC® 14028 ™

Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V SC gl CM F p-valor
Especie 0,43 1 0,43 38,38 0,0001
Formula 0,30 4 0,07 6,66 0,0070
Blogue 0,17 2 0,09 7,71 0,0094
Error 0,11 10 0,01

Total 1,01 17

Elaborado por: (Las autoras, 2022)
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Los resultados del andlisis de varianza de los tratamientos (formulaciones) frente a S.
typhimurium (véase Tabla 8) se establece que existe actividad inhibitoria ya que el resultado
obtenido en especie de 0,0001y en férmula es de 0,070 son menores al valor de significancia
de 0,05 de la prueba Duncan. Por lo tanto, se acepta la hipotesis alternativa afirmando que al

menos una formulacion inhibe el crecimiento de S. typhimurium.

Para conocer la formula que inhibe de mejor manera a S. typhimurium se ejecutd una
comparacion entre las formulas y la especie bacteriana mediante la prueba Duncan; los

resultados obtenidos se muestran en las siguientes tablas.

Tabla 11

Resultados de comparacién de la prueba Duncan, para evaluar la capacidad inhibitoria del
testigo frente a S. typhimurium

Test: Duncan Alfa = 0,05

Especie Medias
SO 0,10 A
ST 0,52 B

Nota: ST (especie con tratamiento), SO (especie sin tratamiento).
Elaborado por: (Las autoras, 2022)

La prueba Duncan revela que el valor de las medias de los grupos, entre especie con tratamiento
(ST) y especie sin tratamiento (SO) no comparten la misma letra; por lo tanto, son
significativamente diferentes. Estadisticamente el valor de la media mayor es de 0,52 que
corresponde al grupo especie con tratamiento, lo que afirma que alguna de las formulaciones

inhibe el crecimiento de S. typhimurium.
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Tabla 12

Resultados de comparacion de la prueba Duncan, para determinar la mejor formulacién frente
a S. typhimurium

Test: Duncan Alfa = 0,05

Formula Medias

FO 0,10 A

F5 0,33 B

F4 0,42 B C

F1 0,52 B C

F3 0,57 C

F2 0,74 D

Elaborado por: (Las autoras, 2022)
Los resultados obtenidos al comparar las formulaciones con el testigo (Control +) se observa

que no comparten una letra en comdn y los valores estadisticos de las medias mayores son: F2
con 0,74 y F3 con 0,57; lo que determina que todos los tratamientos son significativamente
diferentes, pero que estadisticamente la mejor férmula para inhibir el crecimiento de S.
typhimurium es la F2, que contiene extracto puro de diente de leén a una concentracion del 50

% (véase tabla 4).

Cabe mencionar que en ambas especies se utilizé alcohol al 70 % como antibi6tico de control
y al compararlo con los valores de absorbancia obtenidos después de la aplicaciéon de las
formulaciones sobre las bacterias. Se puede afirmar que los principios activos presentes en los
extractos de T. officinale y P. peruviana inhiben de manera satisfactoria a los microorganismos
evaluados, ya que estadisticamente el valor del testigo no interfiere en el estudio porque

presenta un valor en su media muy bajo.

3.6. Andlisis multivariado de conglomerados de encadenamiento simple

Se realiz6 un andlisis de conglomerados para corroborar los datos obtenidos por ANOVA y
determinar si existe algin grado de semejanza entre las cinco formulaciones aplicadas sobre E.

coli ATCC® 25922™ y S, typhimurium ATCC® 14028 ™,
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3.6.1. Anadlisis de conglomerados frente a E. coli ATCC® 25922™
Tabla 13

Matriz de distancia euclidea para E. coli

Euclidea
EC: F1 EC: F2 EC: F3 EC: F4 EC: F5 EO: FO
EC: F1 0,00
EC: F2 1,21 0,00
EC: F3 1,18 0,02 0,00
EC: F4 0,81 0,40 0,38 0,00
EC: F5 0,76 1,97 1,94 1,57 0,00
EC:FO 1,10 2,31 2,28 1,91 0,34 0,00

Nota: EC (E. coli), F1 a F5 (Formulaciones), FO (Testigo)
Elaborado por: (Las autoras, 2022)

Al realizar el analisis de la matriz de distancias, se observa que el menor valor corresponde a
0,02 con respecto a la F2 y F3. Lo que determina que la actividad antimicrobiana entre estas
dos formulaciones es similar. Ademas, al observar la union de grupos en el dendograma (véase
Anexo 5), se confirma estadisticamente que éstas dos formulaciones acttan de forma similar

frente a E. coli.
Tabla 14

Anaélisis de varianza de los conglomerados de E. coli

Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V SC gl CM F p-valor
Conglomerado 0,45 2 0,22 1,82 0,1968
Error 1,84 15 0,12

Total 2,29 17

Elaborado por: (Las autoras, 2022)

El andlisis de varianza de los conglomerados confirma el hecho de que no existe diferencia
significativa entre las formulaciones aplicadas en E. coli debido a que el p-valor de 0,1968 es
mayor al valor de significancia de 0,05 de la prueba Duncan. Es decir que, aunque inicialmente
se haya comprobado que la mejor formula es F2, estadisticamente cualquiera de las

formulaciones puede inhibir a E. coli.
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Tabla 15

Resultado de comparacion mediante la prueba Duncan para los conglomerados en E. coli

Test: Duncan Alfa = 0,05

Conglomerado Medias
3 047 A
1 0,63 A
2 0,82 A

Nota: conglomerado 1(F1), conglomerado 2 (F2, F3, F4), conglomerado 3(F5y FO0), F1 a F5 (cinco

diferentes formulaciones), FO(testigo).

Elaborado por: (Las autoras, 2022)

En los resultados de la prueba de comparacion Duncan al 95 %, se observa que los

conglomerados comparten la misma letra, es decir que no existe diferencia significativa entre
las formulaciones (véase Anexo 5) Andlisis de conglomerados frente a S. typhimurium ATCC®

14028 ™

Tabla 16

Matriz de distancias euclideas para S. typhimurium

Euclidea
SO:FO ST: F1 ST: F2 ST: F3 ST: F4 ST: F5
SO: FO 0,00
ST: F1 1,91 0,00
ST: F2 2,91 1,00 0,00
ST: F3 2,13 0,22 0,78 0,00
ST: F4 1,44 0,47 1,47 0,69 0,00
ST: F5 1,02 0,89 1,88 1,11 0,41 0,00

Nota: SC (S. typhimurium), F1 a F5 (Formulaciones), FO (Testigo)
Elaborado por: (Las autoras, 2022)

El anélisis de la matriz de distancias para S. typhimurium, demuestra que el menor valor
corresponde a 0,22 con respecto a la F1y F3. Lo que determina que la actividad antimicrobiana
entre estas dos formulaciones es similar. Ademas, al observar la union de grupos en el
dendograma (véase Anexo 6 ), se confirma estadisticamente que éstas dos formulaciones actuan
de forma similar frente a S. typhimurium. Pero la F2 es la unica formulacion con una marcada
distancia y sin union de grupos. Lo que afirma los resultados del analisis ANOVA, donde se

mencionaba que la mejor formulacion frente a S. typhimurium era la F2 (véase Tabla 4).
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Tabla 17

Anélisis de varianza de los conglomerados de S. typhimurium

Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V SC Gl CM F p-valor
Conglomerado 0,62 2 0,11 11,91 0,0008
Error 0,39 15 0,03

Total 1,01 17

Elaborado por: (Las autoras, 2022)

El andlisis de varianza de los conglomerados de S. typhimurium, determina que existe diferencia
significativa entre las formulaciones aplicadas sobre esta bacteria, ya que el p-valor de 0,0008
es menor al valor de significancia de 0,05 de la prueba Duncan. Se confirma estadisticamente

que al menos una formulacién actia de mejor manera frente a S. typhimurium.

Tabla 18

Resultado de comparacion mediante la prueba Duncan para los conglomerados de S.
typhimurium.

Test: Duncan Alfa = 0,05

Conglomerado Medias
1 0,10 A
2 0,46 B
3 0,74 C

Nota: conglomerado 1(F0), conglomerado2(F1, F3, F4, F5), conglomerado 3(F2), F1 a F5 (cinco
diferentes formulaciones), FO(testigo).

Elaborado por: (Autoras, 2022)

En los resultados de la prueba de comparacion Duncan al 95 %, se observa que los
conglomerados no comparten letra, afirmando que existe diferencia significativa en las
formulaciones evaluadas sobre S. typhimurium.; lo que se sustenta en los resultados del
dendograma (véase Anexo 6) donde se observa que todas las formulaciones a excepcion de la
F2 forman conglomerados. Ademas, al observar el valor de las medias, el conglomerado tres
con un valor de 0,74 confirma el hecho de que F2 es la formula con mejor grado de inhibicion

sobre S. typhimurium
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Algunas investigaciones realizadas sobre compuestos bioactivos que reportan actividad
antimicrobiana principalmente sobre bacterias gram positivas, destacan el uso de plantas que
contiene flavonas, flavonoides y flavonoles en procesos de latencia y muerte bacteriana
(Moreno, 2014). El diente de ledn por su parte al estar compuesto por cumarinas, flavonoides,
terpenos, etc. produce un efecto inhibitorio de amplio espectro frente a bacterias conocidas
como E. coli, provocando la inhibicion de la concentracion de ATP intracelular y la
disminucion de la expresion de genes virulentos que ocasionan el crecimiento de bacterias
(Jiang, 2021). Un estudio realizado sobre la actividad antibacteriana del extracto acuoso y
etandlico de las hojas de T. officinale revela que en concentraciones superiores al 50 % de
extracto puro, el efecto inhibitorio en bacterias como E. coli, K. pneumoniae y S. aureus se
sitla entre el 96 % y 97 % (Kenny et al., 2014; Lateef & Issah, 2012), como en el caso del
presente estudio donde la formula F2 y F3 presentaron valores de inhibicion bacteriana entre el
96 % y 98 % confirmando la premisa de que los extractos de las hojas de diente de le6n son un

potencial inhibitorio que podria utilizarse para desinfeccion de alimentos (Mashi et al., 2019).

En el caso de S. typhimurium la F2 present6 valores de inhibicion de 98 %; resultados similares
a un estudio donde se compara el etanol de 70 % con extractos de diente de ledn, donde el
porcentaje de inhibicién para S. aeurus y S. typhimurium fue de un 89 % en una concentracién
igual al etanol (Diaz et al., 2018), convirtiendo a esta planta en la alternativa més eficaz en el
tratamiento de desinfeccion alimentaria; principalmente en vegetales y frutas (Gonzélez et al.,

2012; Valenzuela et al., 2019).

Por su parte, la uvilla (Physalis peruviana) posee actividad antioxidante y antibacteriana gracias
a la presencia de flavonoides captadores de radicales libres que actian potencialmente en las
bacterias gram positivas y de manera selectiva en las gram negativas como: E. coli (Yehia et
al., 2022) y aunque la gran mayoria de los componentes volatiles y fenélicos de la uvilla son

detectados en partes de la planta como: la raiz y el fruto (Ertlrk et al., 2017), se ha demostrado
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que los extractos de las partes aéreas de la uvilla son mas eficientes (Bamigboye et al., 2021);
en la presente investigacion la formula F3 conformada por el 25 % de uvilla logré un porcentaje
de inhibicion del 98 % tanto en E. coli como en S. typhimurium, porcentaje similar al obtenido
en un estudio de inhibicion de bacterias presentes en comedores escolares, donde se determind
que en concentraciones de 65 % el extracto de esta especie ejerce su actividad antibacteriana y
sugiriendo su uso como alternativa potencial en el manejo de ETA’ s (Mufioz et al., 2021; Singh
et al., 2019), cabe considerar que la F4 conformada por el 75 % de extracto de uvilla presento
un porcentaje de inhibicion de 90 % en S. typhimurium; mientras que para E. coli fue del 60
%, resultado similar al de una investigacion realizada sobre diferentes enterobacterias donde el
menor porcentaje de inhibicion fue en E. coli y K. pneumoniae debido a las caracteristicas de
su membrana celular (Favian Bayas et al., 2020); en este caso la adicién de compuestos
bioactivos como lactonas, acidos fendlicos, cumarinas y triterpenos permitirian que el un efecto
antibacteriano sea més eficaz y de accion rapida como en el caso de la F2 (Goztok & Zengin,

2015) .

Es importante destacar que el grado de inhibicion de las diferentes formulaciones depende del
proceso de obtencién de los extractos vegetales, pero en el caso de T. officinale y P. peruviana
los extractos fluidos siempre muestran una actividad antibacteriana considerable frente a otras
técnicas, este supuesto se comprob6 en un estudio enfocado en la resistencia de bacterias a
maltiples antibacterianos donde el extracto fluido de uvilla mostro actividad antibacteriana
contra la mayoria de cepas estudiadas debido a que la composicion del extracto retiene de mejor
manera los componente bioactivos de la planta (Bayas et al., 2020); de la misma forma los
extractos fluidos de diente de ledn presentan mayor cantidad de principios activos a medida de
gue su concentracion aumenta, provocando que el grado de inhibicidn de bacterias tambiéen lo

haga (Chen et al., 2021; Diaz et al., 2018).
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La bdsqueda constante de alternativas naturales que permitan disminuir el impacto ambiental y
sobre todo que sean compatibles con productos alimenticios seguird siendo una necesidad
inherente en el mercado del mundo. En este sentido la formulacion de un desinfectante natural
a partir de los extractos fluidos de T. officinale y P. peruviana representa una alternativa
econdmicamente viable frente a productos de origen quimico que pueden llegar ser nocivos
para el ser humano, no solo por su efecto antioxidante, sino también porque son biodegradables,
no dejaran residuos sobre los alimentos ni les conferirda un olor, color o sabor particular

(Sénchez et al., 2015).

Finalmente, a partir de esta investigacion se comprueba el potencial que pueden llegar a tener
algunas especies vegetales que son consideradas como rastreras 0 mala hierba y que han pasado
desapercibidas en el tiempo, por otra parte; la riqueza vegetal que posee nuestro pais en
biodiversidad y como en el caso de T. officinale y P. peruviana sigue siendo un tema amplio de

investigacion que promete cambios a nivel académico, profesional y productivo.

49



Conclusiones

El presente estudio demuestra que T. officinale y P. peruviana tienen un gran potencial como
ingredientes de origen natural en sustitucion de los aditivitos sintéticos utilizados en la
formulacion de productos de limpieza alimentaria, con la posibilidad de utilizarlos como

agentes antimicrobianos.

Se comprobo que el efecto inhibitorio de las formulaciones obtenidas a partir de diente de ledn
y uvilla fue efectivo frente a E. coli ATCC® 25922™ vy S, typhimurium ATCC® 14028 ™

debido a que el porcentaje de inhibicion para las dos bacterias se sitan entre un 98 %.

El andlisis simple de conglomerados determiné que no existen diferencias entre las
formulaciones; es el analisis estadistico ANOVA el que permitié comprobar que la mejor
formulacién frente a E. coli ATCC® 25922™ fue la F2; ya que con un valor de 0,82 en su

media se afirma que esta formulacion es significativamente diferente a las demas.

Las cinco formulaciones preparadas con 100uL de extracto fluido de T. officinale y P.
peruviana tiene un elevado potencial antibacteriano contra las dos enterobacterias evaluadas en
este estudio, pues el valor de las absorbancias permitié evidenciar que el porcentaje de
inhibicion estuvo situado entre 40 % y 98 %. Porcentajes que afirman que los desinfectantes
naturales pueden suplir a los desinfectantes artificiales que se ofertan hoy en dia en el mercado

ecuatoriano.

Se determind que la mejor formulacion para S. typhimurium es F2 con un 98 % de inhibicion,
mientras que para E. coli la formula F2 y F3 logra alcanzar un porcentaje de inhibicién del 97
%; es decir que tanto la F2 como la F3 corresponden a las férmulas con potencial mas

promisorio para inhibir el crecimiento bacteriano.
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Recomendaciones

Evaluar el comportamiento de las formulaciones F3, F4 y F5 y determinar la existencia de
antagonismo o sinergismo de la mezcla de compuestos de T. officinale y P. peruviana para

validar el uso seguro de las mezclas con fines terapéuticos.

Replicar esté estudio in vivo para fortalecer los resultados obtenidos a nivel de laboratorio,

considerando variables como el tiempo de aplicacion del desinfectante.

Evaluar la diferencia entre los extractos obtenidos de las hojas de uvilla que crecen al aire libre
y de aquellas que se mantienen en invernadero, con el fin de conocer la concentraciéon de

principios activos segun sus condiciones de crecimiento.

Realizar un estudio fitoquimico de los compuestos bioactivos presentes en las hojas de diente

de ledn para corroborar diversas premisas ligadas a su actividad antimicrobiana.
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Anexos

Anexo 1

Recoleccion del material vegetal

Anexo 1: a) Recoleccion de T. officinale b) Recoleccién de P. peruviana, ¢) Hacienda Chambapongo -
Cotopaxi
Elaborado por: (Las autoras, 2022)
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Anexo 2

Proceso de secado de las hojas

Anexo 2: Secado de las hojas de uvilla
Elaborado por: (Las autoras, 2022)
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Anexo 3

Humectacion de la muestra vegetal
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Anexo 3. a) Humectacién con alcohol, b) reposo del material humectado
Elaborado por: (Las autoras, 2022)
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Anexo 4

Grado alcohélico de cada extracto

Anexo 4. a) grado alcohdlico del extracto de uvilla, b) grado alcohélico del extracto de diente de ledn
Elaborado por: (Las autoras, 2022)
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Anexo 5

Dendograma euclidiano para E. coli ATCC® 25922™

Encadenamiento Simple (Single linkage)
LDistancia: (Euclidea)

EC:F4

EC:F3

.
|

EC:F2

EQ:FO

EC:F3

EC:F1

I | I I
0,00 0,21 0,41 0,62 0,83

Elaborado por: (Las autoras, 2022)
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Anexo 6

Dendograma euclidiano para S. typhimurium ATCC® 14028 ™

Encadenamiento Simple (Single linkage)
Distancia: (Euclidea)

ST:F2

ST.Fa

ST:F4

ST:F3

ST.F1

=0 FO

I
0,00 0,26 0,53 0,79 1,05

Elaborado por: (Las autoras, 2022)
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Anexo 7

Microdilucion en caldo para E. coli ATCC® 25922™
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Elaborado por: (Las autoras, 2022)
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Anexo 8

Microdilucion en caldo para de S. typhimurium ATCC® 14028 ™

Elaborado por: (Las autoras, 2022)
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