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RESUMEN

Segln Rengifo (2013), aproximadamente 1 de cada 3 mujeres requerirdn
tratamientos con antibiéticos por infecciones IVU (Infecciones de las vias urinarias)
antes de los 24 afios, y el 50% de féminas sufriran una IVU alguna vez. Por lo tanto,
como una alternativa preventiva, util y natural a infecciones urinarias, se consideré
a Vaccinium floribundum (mortifio) de la Familia Ericacea ya que posee alto
contenido de antocianinas, lo que le confiere propiedades antimicrobianas,
antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas. Debido a esto el objetivo de la
investigacion fue determinar la cantidad de antocianinas presentes en el extracto
fluido de Vaccinium floribundum y evaluar la actividad antimicrobiana frente a
microorganismos causantes de infecciones urinarias, estableciendo Ia
concentracion minima inhibitoria (MIC). Asi se prepararon los extractos etandlicos
al 20 y 50%, con frutos recolectados en la Provincia de Cotopaxi, Cantdn Sigchos. En
estos extractos se cuantificd la concentracién de fenoles totales por el método de
Folin-Ciocalteu, se obtuvo 537,26 mg AG/100 mL de extracto al 20% y 621,04 mg
AG/mL al 50%. En cuantificacion de antocianinas totales por pH diferencial, se
obtuvo 11,6391 mg/L de extracto al 20% y 43,63mg/L al 50%. Posteriormente, se
evalud la concentracién minima inhibitoria (MIC) y el porcentaje de inhibicion de
los extractos, en Escherichia coli con una MIC de 390,6 ug/mL para ambos extractos,
3,66% de inhibicién para el extracto al 20% y 11,77% para el extracto al 50%; en
Staphylococcus saprophyticus la MIC fue de 390,63 pug/mL para ambos extractos y
88,42% de inhibicion para el extracto al 20%; 88,44% para el extracto al 50%; y para
Candida albicans la MIC fue de 390,63 pug/mL para ambos extractos; 1,63% de
inhibicion para el extracto al 20% y 37,05% para el extracto al 50%. Finalmente,
aplicando cromatografia en capa fina (TLC), los factores de retencion (Rf) fueron:
0,42 (cianididina 3-O-glucésido), 0,62 (malvidina) y 0,86 (cianidina). En conclusion,
los extractos etandlicos de Vaccinium floribundum (mortifio) al 20 y 50% presentan

actividad antimicrobiana.

Palabras clave: infecciones urinarias, mortifio, extractos etandlicos, antocianinas.
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ABSTRACT

According to Rengifo (2013), about 1 in 3 women will require antibiotic treatments
for UTI (Urinary Tract Infections) before the age of 24, and 50% of women will suffer
a UTI at some time. Therefore, as a preventive useful and natural alternative to
urinary infections, Vaccinium floribundum (mortifio) of the Ericaceae Family was
considered for its high content of anthocyanins, antimicrobial, antioxidant, anti-
inflammatory and anticancer properties. Because of this, the research was based
on determining the amount of anthocyanins present in the fluid extract of
Vaccinium floribundum and to evaluate the antimicrobial activity against
microorganisms that cause urinary infections, establishing the minimum inhibitory
concentration (MIC). So, the ethanolic extracts at 20 and 50% were prepared, with
fruits collected in the Province of Cotopaxi, Canton Sigchos. In these extracts, the
concentration of total phenols was quantified by the Folin-Ciocalteu method,
obtaining 537,26 mg AG/100 mL of 20% extract and 621,04 mg AG/mL at 50%. In
total anthocyanin quantification by differential pH, 11,6391 mg/L of extract at 20%
and 43,63mg/L at 50% were obtained. Subsequently, the minimum inhibitory
concentration (MIC) and the percentage of inhibition in the extracts were evaluated
in Escherichia coli with a MIC of 390,6 ug/mL for both extracts, 3,66% inhibition for
the 20% extract and 11,77% for the 50% extract; in Staphylococcus saprophyticus
the MIC was 390,63 pg/mL for both extracts and 88,42% inhibition for the 20%
extract; 88,44% for the 50% extract; in Candida albicans the MIC was 390,63 ug/mL
for both extracts; 1,63% inhibition for the 20% extract and 37,05% for the 50%
extract. Finally, applying thin layer chromatography (TLC), the retention factors (Rf)
were: 0,42 (cyanididine 3-O-glucoside), 0,62 (malvidin) and 0,86 (cyanidin). In
conclusion, 20% and 50% ethanolic extracts of Vaccinium floribundum (mortifo)

present antimicrobial activity.

Keywords: urinary tract infections, mortifio, ethanolic extracts, anthocyanins.
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SALESIANA

1.INTRODUCCION

Vaccinium floribundum es un arbusto silvestre, conocido comuinmente como
mortifio, “ardndano andino”, “baya andina”,” baya silvestre”, "superfruta"”. Este
fruto es una baya de la Familia Ericacea, perteneciente al género Vaccinium que
crece de 3400 a 3800 msnm en la regién andina con una variedad de compuestos
fendlicos. El mortifio posee elevadas concentraciones de compuestos fendlicos,
entre ellos las antocianinas en bayas, hojas, flores, frutos, tienen un azulcar y una

aglicona. (Pérez, Endara, Garrido, & Ramirez, 2020).

Al mortifio ecuatoriano en el exterior conocido como “Andean Blueberry”, Estados
Unidos se destaca como el principal importador, productor y consumidor de
bluberries. En segundo lugar, se encuentra Canada, estos paises importan la mayor
cantidad de fruta en otofo. Asi, entre los principales proveedores de la fruta
destacan: Argentina, Nueva Zelanda, México y Chile. En el afio 2000 Chile exporté a
Estados Unidos 2°347.517 Kg (Mufidz, 2004). El Andean Blueberry en comparacién
al blueberry es perenne, se cosecha Unicamente en los meses de octubre y
noviembre. Al Andean blueberry se lo puede encontrar en los paramos del Ecuador
como planta silvestre siendo comercializado a nivel local, su ecosistema es
considerado sensible por lo que no se cuenta con un método de propagacién que
aporte con uniformidad vegetal, descartando por el momento la posibilidad del
cultivo comercial de la fruta a nivel internacional (Llerena, Samaniego, Ramos, &

Brito, 2004).

Dado que el género Vaccinium sp. presenta actividad antimicrobiana, antioxidante
y anticancerigena, se estima determinar su accién frente a microorganismos que
causan infecciones en el tracto urinario (ITU), considerando que en el instante de
tratarse a las pacientes de ITU con antibiéticos de amplio espectro sin un uso
controlado e inapropiado, puede desarrollar resistencia antibacteriana, generando
cepas multirresistentes. Entre los microorganismos que infectan las vias urinarias

se mencionan a Pseudomonas aeruginosa, especies de Klebsiella, especies de
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Enterobacter, especies de Acientobacter, Escherichia coli, especies de Proteus,
Pseudomonas aeruginosa, especies de Acinetobacter y especies de Citrobacter
pertenecientes al grupo de Gram-negativas. Las especies Staphylococcus
saprophyticus, Enterococcus y Staphylococcus coagulasa negativo se ubican dentro
del grupo de las bacterias Gram-positivas (Ahmed, Shariq, Alsalloom, Babikir, &

Alhomoud, 2019).

Al enfocar el género Vaccinium con la actividad bactericida en la prevencion de
infecciones del tracto urinario, se conoce que quimicamente Vaccinium
floribundum esta relacionada con la presencia de glucésidos de flavonol, polifenoles
(proantocianinas, antocianinas y flavan-3-oles) (Baenas, y otros, 2020). Su accién
bactericida se puede comprobar mediante la MIC (Concentracién minima
Inhibitoria), que consiste en una técnica de diluciones seriadas en una placa estéril
las cuales contienen concentraciones definidas de un extracto frente a diversos
microorganismos y mediante el crecimiento mas bajo del microorganismo se
conocerd su respectivo porcentaje de inhibicidon. Para aplicar esta técnica es
importante trabajar con colorantes quimicos estables entre éstos destaca el TTC 1%
(cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio), que forma sales de formazan permitiendo la
deteccion de colonias microbianas a una longitud de onda de 450nm; se manifiesta

con un cambio de incoloro a color rojizo (Hemeg, y otros, 2020; Condalab, 2019).

Es necesario cuantificar la cantidad de fenoles totales de las muestras de Vaccinium
floribundum por lo tanto, de los extractos fluidos de mortifio preparados al 20 y 50%
de etanol, se cuantifican colorimétricamente con el reactivo de Folin-Ciocalteu (F-
C) con 4cido gélico como estandar en una placa. El reactivo de F-C se caracteriza por
constituir complejos fosfomolibdicos-fosfotungsticos debido a la formacién de
oxidos cromégenos en pH basico con coloracion azul, ya que en ese momento
ocurre una reduccién quimica. La medicién realizada con un espectrofotémetro
ultravioleta visible mide la absorbancia de los compuestos azules (fenoles), siendo
esta absorbancia directamente proporcional a la concentracion (Cortez, Faican,

Pirovani, & Piagentini, 2018). Luego se considera la concentracién de antocianinas
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monoméricas tomando en cuenta la longitud de onda maxima de las muestras, en

este caso 520nm y 700nm por el método de pH diferencial (Zapata, y otros, 2014).

Adicionalmente, para separar fracciones quimicas de los extractos crudos del
mortifio se utilizo la técnica TLC (Cromatografia de capa fina), considerando al factor
de retencion Rf como un numero fundamental para detectar el tipo de bioactivos
gue se separaron, en este caso seran derivados glicosilados de antocianinas, entre
los cuales figuran la Pelargonidina, Cianidina, Delfinidina, Peonidina, Petunidina y
Malvinidina (Zapata, y otros, 2014). La técnica de TLC comprende una fase
estacionaria (placa de silica gel 10x10cm, factor 254nm) con una fase movil, de
solventes de naturaleza medianamente polar en diversas proporciones, estos
extractos de mortifilo se compararon con un estandar de cianidina 3-O-glucdsido

con un Rf de 0,44 (Santacruz, 2017).

Este estudio busca determinar componentes quimicos en Vaccinium floribundum
gue  manifiesten la  actividad antimicrobiana mediante  técnicas
espectrofotométricas, microbiolégicas y cromatograficas con el fin de prevenir

infecciones de las vias urinarias.
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2.DETERMINACION DEL PROBLEMA

Durante décadas, en la medicina tradicional, se han venido utilizando algunos frutos
de la familia de las Ericaceas, del género Vaccinium, tales como Vaccinium
macrocarpon Ait (arandano rojo) y Vaccinium floribundum (mortifio), en el
tratamiento de problemas urinarios, gracias a su contenido de principios activos de
interés, llamadas antocianinas. Es asi como, las tribus nativas norteamericanas,
utilizaban el zumo del ardndano rojo (atoka) para la prevencion de infecciones de
vias urinarias (Fernandez, 2008). Pues, el efecto en el tracto urinario se debia a su
acidez, ya que, al producirse acido hipurico, disminuia el pH urinario; sin embargo,
el descenso del pH urinario no es suficiente para lograr una disminucién de la carga
microbiana (De Ledén, Ovadia, Vasquez, & Fainsod, 2009). Recientes estudios
demuestran que las sustancias activas presentes en estos frutos: fructuosa vy
proantocianidinas, actian impidiendo la adhesion de bacterias, como Escherichia
coli, al urotelio, principalmente en mujeres, no asi en pacientes con vejiga
neurogénica. Por lo que se recomienda el uso de esta especie vegetal como
preventivo en casos de patologias uroldgicas (De Ledn, Ovadia, Vasquez, & Fainsod,

2009).

Dentro de las Infecciones del Tracto Urinario (ITU), se clasifica a la Infeccion de Vias
Urinarias (IVU), la cual ocurre entre el 1y el 3% de adolescentes en edades escolares
y se incrementan con el inicio de la actividad sexual, siendo muy comudn en mujeres
de entre los 20 a 50 anos. Segun estadisticas del Ministerio de Salud Publica del
Ecuador (MSP), 4 de cada 10 habitantes, reportaron infecciones en vias urinarias
durante el afio 2009 (Ministerio de Salud Publica, 2013). En 2019, el Instituto
Nacional de Estadistica y Censos, INEC reportd que hubo 9.916 casos de infecciones
de vias genitourinarias en un grupo etario de 18 a 29 afios de sexo femenino, de los
cuales el 9,0% se presentaron en la Sierra y el 7,2% en la Costa (Instituto Nacional

de Estadistica y Censos, 2019; Rengifo, 2013).
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En la Guia de Practica Clinica Infeccion de vias urinarias en el embarazo, del
Ministerio de Salud Publica del Ecuador (MSP), se afirma que no existen métodos
de prevencion efectivos para las infecciones de vias urinarias en el embarazo. Sin
embargo, se considera que el consumo de jugo de Vaccinium floribundum (mortifio)
y lactobacilos probidticos podrian contribuir a prevenir Infecciones de Vias Urinarias
(IVU) recurrentes; puesto que se ha evidenciado que el mortifio puede disminuir el
nimero de IVU sintomaticas en un periodo de 12 meses, sobre todo en IVU
recurrentes; pero, aun no se ha especificado ni la dosis, ni el método de
administracion. Por lo que se recomienda analisis fitoquimicos y de actividad

bioldgica de esta especie vegetal (Ministerio de Salud Publica, 2013).

Una de las graves consecuencias de las infecciones bacterianas del tracto urinario,
es que pueden extenderse a los rifones causando pielonefritis e infecciones
cronicas renales (Imam, 2020). Las infecciones urinarias generan altas tasas de
hospitalizacion en dialisis, presentdndose frecuentemente en pacientes con
trasplante renal. Los pacientes con el sistema inmunoldgico débil y diagnosticados
con diabetes, son los mas propensos a ser atacados por infecciones que causen
afecciones crénicas a uno o ambos rifones (Garcia, Panizo, Proy, Garcia, &
Fernandez, 2020). El no dar un tratamiento adecuado y a tiempo a estas afecciones,
puede desencadenar en una insuficiencia renal aguda (IRA), que es el aumento de

la concentracién de creatinina sérica (Barén, Garcia, & Ledn, 2019).

Por otro lado, el uso de antibidticos en el tratamiento de infecciones de origen viral,
gue no requieren farmacos antibacterianos, terapias antibidticas inadecuadas
(dosis, tiempo de tratamiento, uso del antibiético equivocado), falta de adherencia
por parte del paciente, la automedicacion y la venta no autorizada de antibidticos,
ha generado la aparicion y diseminacion de cepas con resistencia a los antibidticos
mas utilizados (Garza, Trevifio, & De la Garza, 2018). Los indices de resistencia
bacteriana, en el Ecuador, son elevadas para los principales antibiéticos, tales como
la ampicilina, ampicilina/sulbactam, amoxicilina, amoxicilina/acido clavulanico y

sulfas (Ministerio de Salud Publica, 2013).
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Se ha demostrado, mediante estudios in vitro, in vivo y ensayos clinicos que las
antocianinas poseen propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias vy
anticancerigenas, ademas de que se les atribuye ciertos beneficios, como la
prevencion de enfermedades cardiovasculares, neuronales, produciendo el
mejoramiento de la vision, actuando contra la arteriosclerosis y una potente
actividad antioxidante (Narvdez, 2016). Por lo antes mencionado, se pretende
demostrar que Vaccinium floribundum (mortifio), posee actividades terapéuticas,
sin riegos para la salud, al ser utilizadas en dosis correctas, corroborando con
literatura cientifica y estudios previos, mismos que respalden las aplicaciones

tradicionales.

El principal grupo beneficiario en este estudio serd el género femenino (mujeres)
con edades comprendidas entre 20 y 50 afios, que sufren infecciones de vias

urinarias (Garza, Trevifo, & De la Garza, 2018).

El objetivo principal que se ha establecido en este proyecto de investigacién es
determinar la concentracion de compuestos fendlicos (antocianinas) presentes en
el extracto fluido de Vaccinium floribundum (mortifio) y evaluar su actividad
antimicrobiana en la prevencion de infecciones de las vias urinarias. Se busca,
ademas, identificar los metabolitos secundarios presentes en Vaccinium
floribundum (mortifio) que poseen potencial antimicrobiano de interés en el
tratamiento preventivo de infecciones de vias urinarias y determinar la
concentracion minima inhibitoria (MIC) de las antocianinas (cianidina) de Vaccinium
floribundum (mortifio) frente a Escherichia coli, Candida albicans, Staphylococcus

saprophyticus, principales microorganismos causantes de infecciones urinarias.

Adicionalmente, se ha planteado la interrogante, éSe puede separar compuestos
fendlicos para cuantificar los compuestos de Vaccinium Floribundum (mortifio) y

definir la propiedad antimicrobiana?
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3.MARCO TEORICO REFERENCIAL

3.1 VACCINIUM FLORIBUNDUM KUNTH

3.1.1 LOCALIZACION MUNDIAL Y NACIONAL

Fuentes estadisticas indican que el 10 por ciento de las especies de Vaccinium
floribundum (mortifio) son nativas de América del Sur y América Central, 450
especies se encuentran en el hemisferio norte cerca de Mongolia, 92 especies en
China, en minima cantidad estdn en Madagascar y Africa (Cobo, 2014). Este
pequeiio arbusto crece en Venezuela con el nombre de “chivacu”, en Perd como
“congama”, Bolivia comunmente llamado “macha-macha” y Ecuador se denomina
“arandano andino”. En Ecuador las provincias que tienen la fortuna de contar con
esta fruta silvestre son: las provincias de Imbabura (San Pablo, Cashaloma vy
Cotacachi Cayapas), Pichincha (Cayambe - Parroquia Aloag), Cotopaxi (Cantén
Sigchos), Chimborazo (Parroquia San Juan), en general el mortifio esta distribuido
en la Sierra Central donde se comercializa para el resto de las provincias y en

mercados locales para consumo de sus pobladores (Roldan, 2012).

3.1.2 HABITAT

Esta especie se localiza en un ecosistema arbustal siempre verde y herbazal del
paramo de piso climatico con bosques de tipo montano alto y montano alto
superior. Al norte, la altitud a la que se encuentra es de 3200-3900 msnm, mientras
que, al sur se encuentra entre 2800 y 3600 msnm, presentando relieves
montafiosos, mesorelieves, valles y coordilleras (MAE, 2013). Vaccinium
floribundum (mortifio) es un fruto exclusivo de los paramos herbaceos a una altitud
de 3500 a 3800 msnm. En el bosque se pueden observar especies como Gynoxys
hallii Hieron, Myrsine andina (Mez), Hesperomeles obtusifolia (Pers.), Hesperomeles
ferruginea, Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth), Vaccinium floribundum Kunth siendo
este Ultimo cosechado en menor cantidad, Vaccinium floribundum ha empezado a

desaparecer por la escasa informacién que tienen los pobladores acerca de sus
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multiples aplicaciones y la cosecha exagerada que amenaza a la especie (Coba, y

otros, 2012; Caranqui, Erazo, Guilcapi, & Noboa, 2022).

3.1.3 TAXONOMIA

Vaccinium floribundum Kunth. es conocido vulgarmente como: mortifio, uva de
monte agraz, superfruta, abia, arandano andino, las variedades del fruto son color
negro, rojo, rosado; esta coloracién depende del grado de maduracion fisioldgica y

especie de mortifio (Roldan, 2012).

La taxonomia del mortifio se describe a continuacién (Tropicos, 2022):

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Magnoliidae

Superorden: Asteranae

Orden: Ericales

Familia: Ericaceae

Género: Vaccinium

Especie: Vaccinium floribundum Kunth

3.1.4 DESCRIPCION BOTANICA

Vaccinium floribundum (mortifio) es un arbusto ramificado con altura maxima de 2
metros, su hojas poseen margen aserrado con un tamafio de 2cm de largo,
nervacién pinada, caliz articulado, flores solitarias o racimos de 6 a 10 flores,
hipanto globoso, 5 Iébulos reflexos y lanceolados, dehiscencia apical poricida,

corola de color blanco o rosado con forma cilindrica, ovario infero con 5 léculos, 8
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a 10 estambres, tubulos cortos en anteras, tubo de la corola mas corta que el estilo,
frutos carnosos dentro de la clasificacion de bayas esféricas que poseen un color
negro azulado con una capa cerosa cuyo diametro es aproximadamente de 5 a 8

mm (Vilema, 2021; Roldan, 2012).

3.2 METABOLITOS SECUNDARIOS

Es relevante mencionar a compuestos organicos resultados de la fotosintesis de las
plantas, que adquieren el nombre de metabolitos primarios, su funciéon vital es
intervenir directamente con diversos tipos de carbohidratos, nucleétidos,
aminodcidos y lipidos de origen primario (Verdecia, y otros, 2021); ademas de estos
metabolitos existe otra variedad de moléculas que con mas de 200000 estructuras
guimicas que interactian en diferentes estructuras de la planta: raiz, tallo, tejidos
conductores, flores, frutos, entre otros. Estos metabolitos son llamados
“metabolitos secundarios” y se manifiestan por atraccion de polinizadores al liberar
compuestos quimicos volatiles, por interacciones dentro de la cadena troéfica, al
producir compuestos amargos y toxicos a manera de defensa ante ataque de
invasores, también pueden aparecer acumulados en pigmentos de flores (Ojito &

Portal, 2017).

Los diferentes grupos en que se clasifican los metabolitos secundarios son:
glucdsidos cianogénicos y glucosinolatos, terpenoides, alcaloides y compuestos
fendlicos. Esta estructura quimica se debe a modificaciones por reacciones de una
molécula con una estructura basica que puede sufrir: metilaciéon, epoxidacion,
malonilaciéon, esterificacidon, glucosilacion, hidroxilacion. Una vez estabilizadas y
sintetizadas las moléculas, se accede a una adaptacién de manera natural de las

especies vegetales (Ojito & Portal, 2017).
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3.2.1 TIPOS DE METABOLITOS SECUNDARIOS

GLUCOSIDOS CIANOGENICOS

Son cianohidrinas, quimicamente llamados B-glicésidos de a-hidroxinitrilos (Figura
1). Estos compuestos pasan por un proceso denominado cianogénesis, proceso en
el cual el tejido de la especie vegetal que almacena glucdsidos cianogénicos esta
dafiado, porque un animal ha masticado la planta, los glucésidos poseen un sabor
amargo y su capacidad de liberar cianuro de hidrégeno (HCN) hace que esta
sustancia se convierta en un tdxico, permitiendo la defensa de la planta ante los
herbivoros que la puedan asechar. Entre los ejemplos denotan: Manihot esculenta
(yuca), Hordeum vulgare L. (cebada) y Sorghum bicolor L. (sorgo) (Ojito & Portal,
2017).

Figura 1. Estructura quimica de glucdsidos cianogénicos.

Fuente: Ojito & Portal (2017).

GLUCOSINOLATOS

Estos compuestos son B-tioglicdsidos anidnicos cuyo prefijo “tio” indica la presencia
de azufre, esta enlazado a una azlcar B-D-tioglucosa, un nitrégeno a una oxima
sulfatada y un atomo central de carbono, sus grupos laterales estan constituidos
por predecesores de aminoacidos como cadenas de metionina, fenilalanina,
isoleucina, metionina, valina, tirosina, alanina y triftéfano (Figura 2). Su aglicona
tiene la capacidad de formar epitionitrilos, oxazolidin-2-tionas, isotiocianatos,
nitrilos, tiocianatos, la bioactividad proteinica estd medida por variaciones en el pH

e iones ferrosos. Los glucosinolatos se activan en condiciones de estrés por hidrélisis
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qguimica de B-tioglucosidasas a las cuales llaman mirosinasas, antes de su activacién
por un herbivoro, se encuentran almacenadas en compartimentos celulares
separados. Las especies que forman parte de este grupo corresponden al género
Brassica por ejemplo: Brassica oleracea L. (brécoli) y Raphanus sativus L. (rdbano)

(Ojito & Portal, 2017).

Figura 2. Estructura quimica de glucosinolatos.

Fuente: Ojito & Portal (2017).

TERPENOIDES O TERPENOS

Se forman a partir de cinco carbonos de isopentano, de acuerdo con las unidades
de carbono cuando tiene 10 carbonos toma el nombre de monoterpeno (Figura 3),
al terpenoide de 15 carbonos sesquiterpeno y al terpenoide de 20 carbonos se
denomina diterpeno. En general, los terpenoides se constituyen fracciones de
aceites esenciales, latex, ceras y resinas. Adicional, se pueden localizar en
fitohormonas como acido abscisico, brasinoesteriodes, giberelinas, estrigolactonas.
En fin, los terpenoides no aportan con funciones en el desarrollo y crecimiento

(Ojito & Portal, 2017).
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Figura 3. Estructura quimica de terpenoide de 10 carbonos (monoterpeno)

Fuente: Ojito & Portal (2017).

Pagina 20 de 101



ALCALOIDES

Compuestos bioactivos bdsicos nitrogenados en un anillo heterociclico (Figura 4),
son caracteristicos ya que se encuentran como sales de acido tartdrico, acético,
oxalico, malico, citrico y lactico. A nivel celular intervienen en el metabolismo
causando mimetismo hormonal en el vegetal, son reguladores de crecimiento y son
sustancias protectoras de diferentes estructuras de la planta que sintetizan
proteinas. Destacan 4 grupos de alcaloides: purinicos, policétidos, terpenos
derivados de aminoacidos (histidina, fenilalanina, ornitina/arginina, tirosina, lisina,
del acido antranilico, triptéfano y el acido nicotinico), terpenos aminados vy

alcaloides policétidos (Gonzalez, Cabezas, Pulido, & Celis, 2020; Loyola, y otros,

2004).
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Figura 4. Estructura quimica de diferentes alcaloides.

Fuente: Ojito & Portal (2017).

COMPUESTOS FENOLICOS

Son estructuras de tamafos variados y complejos, con un anillo aromatico fenilo
unido a uno a varios grupos hidroxilos, este anillo fenilo da estabilidad a la molécula
facilitando la unién a un oxigeno desprotonado y brinda una caracteristica acida
(Figura 5). Los flavonoides, chalconas, antraquinonas y naftas, estilbenos,
isoflavonas, antocianidinas, monolignoles, furanocumarinas y curmarinas, diaril-

heptanoides estdan considerados como compuestos fendlicos, representando el
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40% del carbono organico en especies vegetales; un dato curioso es que sus vias
bioguimicas conllevan a la formacidon de taninos “hidrolizables”. Especies que
contienen compuestos fendlicos son: Raphanus sativus (rdbano), Vaccinium
floribundum K (mortifio), Beta vulgaris (remolacha) y Rubus glaucus B (mora

silvestre) (Ojito & Portal, 2017; Gordo & Alonso, 2018).
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Figura 5. Estructura quimica de diversos compuestos fendlicos.

Fuente: Ojito & Portal (2017).

3.2.2 COMPOSICION QUIMICA

La estructura quimica de una antocianina tiene dos anillos aromaticos tipo A y B
unidos por una cadena de tres carbonos, el cambio de colores de diferentes
antocianinas se debe a la variacién en su estructura debido a grupos R1y R2 en el
anillo B. Es asi como el tono color azul es dada por un aumento en el proceso de
hidroxilacidon y el aumento de metoxilacion presenta el color rojo (Pérez, Endara,

Garrido, & Ramirez, 2020).
RUTA BIOQUIMICA DE COMPUESTOS FENOLICOS

Para explicar la biosintesis de los compuestos fendlicos, es necesario recordar los
mecanismos quimicos, en primer lugar, estd la ruta del acido siquimico que
constituyen la parte fundamental de otros compuestos; en esta ruta se obtienen
como resultado el acido aromatico galico, prefénico y corismico, por otro lado, del
acido cindmico se derivan las chalconas, flavonoides, cumarinas, flavanonas,
liganos, ligninas, entre otras. Pero para formar fenoles simples se requiere seguir la

ruta del acido malénico (Figura 6) (Yanez, 2022).
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Figura 6. Ruta de sintesis de compuestos fendlicos

Fuente: Yanez (2022).

De manera resumida para la biosintesis de compuestos fendlicos, el proceso es el
siguiente: se une D-eritrosa-4-fosfato y el fosfoenolpiruvato para formar D-eritrosa-
4-fosfato, por la presencia del NAD+ se da una oxidacion quimica generando enol y
se elimina acido fosférico, el intermediario formado de este paso se llama acido 3-
dehidroquinico que por reduccion se transforma en acido quinico, a continuacién
por deshidratacion del acido 3-dehidroquinico y por reduccién del NADPH se
sintetiza el acido shikimico. El acido 3-dehidroshikimico por tautomeria cetoendlica,
permite la formacién de acido gdlico y del compuesto antes mencionado, al
someterlo a deshidratacién forma el acido prefénico (transposicion de Claisen). El
acido prefénico participa en la transformacion de fenilalanina a L-fenilalanina al ser
catalizado con la enzima enolpiruvato transferasa, pasando por descarboxilacion,
para eliminar el grupo hidroxilo e inmediatamente se da la sustitucién con un
oxigeno cetdnico. El acido shikimico ante una fosforilacidon con 3 ATP constituye el
acido  shikimico 3-fosfato, mas fosfoenolpiruvato acidificado vy 3-
enolpiruvilshikimico-3-fosfato (EPSP) sintasa como catalizador, elimina un grupo
fosfato obteniéndose acido 3-enolpiruvilshikimico3-fosfato (EPSP) (Gordo & Alonso,

2018).
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3.2.3 ANTOCIANINAS Y ANTOCIANIDINAS

Las antocianinas son compuestos fendlicos con actividad bioldgica que pertenecen
a los flavonoides, autores como Zapata y otros (2014) mencionan que son
glucésidos de antocianidinas. Se disuelven en dimetilsulféxido, agua, alcoholes,
acetona porque presenta un comportamiento polar, las antocianinas se encuentran
a pH 1 - 3 mediante la presencia de cationes de flavilio rojo, a pH 4 - 5 su presencia
no presenta color (incolora) y tautomerizado en solucion alcalina el color indicador
es amarillo. Uno de los defectos de las antocianinas es que suelen ser inestables con
variaciones de factores como solventes, iones metdlicos, oxigeno, luz, temperatura

y pH (Pérez, Endara, Garrido, & Ramirez, 2020).

La diferencia entre antocianinas y antocianidinas radica en su estructura quimica,
las antocianinas (en la naturaleza) poseen un heterdsido que mezcla un aglicon
(antocianidina) con azucar un en la posicion 3, en resumen, cuando las antocianinas
carecen de azlcar se denominan antocianidinas (Guerra & Ortega, 2006; Avalos &

Pérez, 2009).
TIPOS DE ANTOCIANIDINAS

Las antocianidinas principales son: cianidina, delfinidina, pelargonidina, malvidina,
petunidina y peonidina (Pérez, Endara, Garrido, & Ramirez, 2020). El color viene
dado por el metéxilo en el anillo B, pH de las vacuolas donde se albergan y el
nimero de hidroxilo, toma el color rojo purpura cuando se trata de cianidina, azul

pUrpura para delfinidina y rojo naranja pelergonidina (Avalos & Pérez, 2009).
FUNCIONES EN EL AMBITO DE LA SALUD

Las principales funciones de las antocianinas son: a) Detener el crecimiento de
células cancerigenas debido a que las moléculas presentan estudios que previenen
el cancer de colon, b) Intervenir en la sintesis de colesterol optimizando la
caracteristica de fragilidad en los vasos sanguineos evitando asi enfermedades del

corazon, c) Sustituir pigmentos sintéticos para mejorar la calidad de vida de los
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seres humanos. (Guerra & Ortega, 2006), d) Posee un alto potencial antioxidante
con efecto protector para prevenir el envejecimiento, e) Mejora la agudeza visual

(Zapata, y otros, 2014; Heras, Alvis, & Arrazola, 2013).

3.2.4 USOS

Los colorantes naturales de Vaccinium floribundum (mortifio) se utilizan en la
agroindustria, industria alimentaria, nutracéutica, industria farmacéutica, industria
cosmetolodgica, en la preparacion de vino de mortifio, entre otras (Pérez, Endara,
Garrido, & Ramirez, 2020; Velasquez, 2018). Su fruto se degusta en la Colada
Morada, que se trata de una bebida consumida el “Dia de los difuntos 2 de

noviembre” de forma tradicional en la sierra ecuatoriana (Pérez & Valdivieso, 2007).

3.3 EXTRACCION

3.3.1 DEFINICION

Se conoce a este proceso como la técnica de separacion para obtener principios
bioactivos de las partes de una planta: tallo, hojas, frutos, raiz ya sean secos o
frescos, su base es un liquido extractivo que se coloca dependiendo de la naturaleza
especifica del compuesto a estudiar y del procedimiento establecido para que la
caracteristica potencial del componente bioactivo no desaparezca, es importante
mencionar que en la extraccidn se obtiene un coctel de moléculas activas (Carrién

& Garcia, 2010; Sasidharan, Chen, Saravanan, Sundram, & Yoga, 2010).

A nivel celular las sustancias son lavadas simultaneamente y disociadas por el
proceso de difusidn celular, acciéon que sucede en el momento de interactuar la

especie vegetal con el disolvente (Guerra, 2005).

Los extractos de diversas plantas que se adquieren de forma pura o estableciendo
protocolos especificos debido a su diversidad quimica, aportan con informacién
para el descubrimiento de nuevos farmacos, que son distribuidos como productos

naturales (Sasidharan, Chen, Saravanan, Sundram, & Yoga, 2010).
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3.3.2 FACTORES A CONSIDERAR EN LA EXTRACCION DE
BIOACTIVOS

Para la extraccién y concentracién de sustancias con bioactividad presentes en

Vaccinium floribundum (mortifo), es importante considerar los siguientes factores:

e pH: estd relacionado con la estabilidad quimica de las moléculas
(compuestos resonantes) indicando que estos compuestos son estables
cuando se encuentran a pH acidos, pero a medida que se acercan a un pH
neutro o con tendencia bdsica la molécula se desintegra perdiendo sus
propiedades (Guerra & Ortega, 2006).

e Agua: mientras mas agua exista en los compartimentos celulares de las
especies vegetales mayor es el agotamiento de sus principios activos
(Guerra, 2005).

e Solventes: las diversas condiciones de extraccién que se emplea para
obtener rendimientos dptimos en los compuestos fendlicos son decisivas en
el momento de estudiarlos, estos compuestos se disuelven en solventes
polares; generalmente para su proceso de extraccion se utiliza etanol,
metanol y pequefias cantidades de acido féormico u acido clorhidrico
(Ruenroengklin, y otros, 2008).

e Grado de pulverizacién: mientras mas fraccionado sea el material vegetal
mejor serd su extraccion, pero se debe tomar en cuenta que, mediante la
pulverizacion, la muestra podria sufrir canalizacion, taponamiento vy
compactacion (Guerra, 2005).

e Temperatura: la temperatura es inversamente proporcional a la estabilidad
quimica, en el caso de las antocianinas bajas temperaturas preservan la
estabilidad de los bioactivos de interés (Ruenroengklin, y otros, 2008). Es
necesario controlar la temperatura para evitar degradar los principios
activos ya que algunos favorecen su extraccion a los 100 grados Celsius y

otros compuestos se extraen facilmente en agua fria (Guerra, 2005).

Pagina 26 de 101



e Tiempo: depende del tiempo de interaccion entre la planta y el solvente

(alcohol etilico o agua) para que la extraccion sea favorable (Guerra, 2005).

3.3.3 TIPOS DE EXTRACCION

Se han estudiado diversas técnicas extractivas basandose en la fitoquimica de la
planta, la concentracién de la muestra, ademas conocer la parte farmacoldgica de
cada uno de los componentes bioactivos es indispensable por los beneficios
terapéuticos que la planta puede aportar, a continuacién, se describen los mas

utilizados (Guerra, 2005):

TISANAS: preparaciones con un vehiculo extractivo (agua), el agua al encontrarse
en contacto con la planta extrae las sustancias compatibles o solubles en agua por

difusion celular (Guerra, 2005).

INFUSION: consiste en dejar caer sobre la planta agua ebullendo en un recipiente
con tapa, la infusidén de partes de la planta (hojas, tallos tiernos, flores), se prepara
en un lapso de tiempo de 5 a 15 minutos. El agua debe estar a una temperatura
igual que el solvente y una concentracion del 5% (Guerra, 2005; Carrién & Garcia,

2010).

DECOCCION: colocar planta con agua hirviendo a mayores temperaturas del punto
de ebullicién por 15 o0 20 minutos a fin de producir cocimiento. Esta técnica se utiliza

para raices, tallos fuertes y cortezas (Guerra, 2005).

MACERACION: proceso que consiste en dejar varios dias el solvente con la especie
vegetal a temperatura afin al bioactivo que se desee extraer, ademas es
imprescindible humectar los compuestos un tiempo determinado con el fin de
aumentar la permeabilidad de la pared celular, una vez establecido un punto de
equilibrio entre la droga y el solvente el rendimiento aumenta (Urquizo, 2016). Se
habla de que el proceso de DIGESTION es una maceracién a temperatura tolerable,
50 o 60 °C de la especie vegetal en agua que facilita el obtener un mayor

rendimiento, debido a que si disminuye la temperatura la viscosidad también y el
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ingreso del solvente a la célula vegetal es mucho mas rapido (Carrién & Garcia,

2010).

PERCOLACION: proceso que requiere un implemento metalico cilindrico llamado
percolador, que permite la carga y descarga de droga pulverizada para obtener
hasta el 95% de principios activos, el tiempo de contacto entre la droga y el liquido
extractivo (etanol, metanol, agua u otro disolvente) es corto y decisivo para

conseguir un buen rendimiento (Guerra, 2005; Urquizo, 2016).

3.3.4 EXTRACTOS

EXTRACTO FLUIDO

Son extractos de drogas vegetales que se obtienen por percolacion de etanol de 70°
en proporciones 1:1, pero en primera instancia se concentra el 85% del extracto al
cual se denomina menstruo y después de 24 horas se obtiene el resto de muestra,
la muestra sera concentrada hasta un total de 15%; en sintesis 85 partes de la droga

conciernen a 100 partes de planta fresca.
EXTRACTO BLANDO

Este extracto presenta consistencia semisélida, es dificil de manipular y poco
estable. Del extracto fluido que se somete a concentracién se debe obtener un 15
a 20% de humedad, la proporcién de este extracto es de 2:1; porque la
concentracion del principio activo es mayor a la droga (Carrién & Garcia, 2010;

Guerra, 2005).
EXTRACTO SECO

La droga se encuentra desecada constituyendo un extracto seco que ha pasado por
liofilizacidn y se congela a -196°C. Sus proporciones en concentracién son 5:1 (de

2:1 a10:1) (Guerra, 2005).
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34 METODO DE CUANTIFICACION

3.4.1 METODO DE FOLIN-CIOCALTEU PARA
CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES

Para la determinacion y cuantificacion de Fenoles Totales, el método mas empleado
es el de Folin-Ciocalteu, mismo que se basa en que el reactivo a pH basico, reacciona
con los compuestos fendlicos, generando una coloracién azul, que puede ser
determinada espectrofotométricamente a 765 nm (Garcia, Fernandez, & Fuentes,
2020). El reactivo de Folin-Ciocalteu, de color amarillo, estd compuesto por
molibdato y tungstato sddico, que, al reaccionar con los fenoles de la muestra,
originan complejos fosfomolibdico-fosfotlngstico, provocando un color azulado. Se
trata de una reacciéon redox (Figura 7), en la cual se reducen los complejos
fosfomolibdico-fosfotlingstico en éxidos, a pH basico, debido a la transferencia de
electrones, de tungsteno (W8023) y molibdeno (M08023), dando origen al color
azul intenso, siendo proporcional este color al numero de grupos hidroxilo de la

molécula (Gutiérrez, Ortiz, & Mendoza, 2008).

OH OH

Reactivo de Folin
[W*, Mo®™) color
amarilio

Reactivo de Folin
reducido (W™,
Mo color azul

Figura 7. Mecanismo de accién del reactivo de Folin-Ciocalteu, reaccion redox.

Fuente: Garcia, Fernandez, & Fuentes (2020).
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3.4.2 METODO DE PH DIFERENCIAL PARA
CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS

El método de pH diferencial para la cuantificacion de antocianinas es un método
espectrofotométrico, a través de la aplicacién de un sistema tampdn, en el que la
variacion del pH provoca la transformacion estructural de las antocianinas (pH 1
coloreadas y pH 4.5 incoloras) (Martinez, y otros, 2011). donde el ion oxonio
(hidronio) se colorea a pH 1, mientras que a pH 4,5 la forma hemiacetal serd incolora

(Giusti & Wrolstad, 2001).

Conociendo que, el pH afecta la estabilidad del color de las antocianinas, los
espectros de UV-VIS a distintos pH también varian, identificando si las antocianinas
estan o no polimerizadas. Entonces, la concentraciéon de antocianinas es posible
cuantificar con la absorbancia a un pH diferencial, en donde se presentaran dos
bandas de absorcion en la regién UV, a una longitud de onda entre 260-280 nmy la
region visible, entre 490-550 nm (Paredes, 2018). La concentracidn de antocianinas

se expresa en mg cianidina-3-glucdsido/100mL de extracto (Zapata, y otros, 2014)

Dependiendo del pH de la solucidn, las antocianinas se pueden encontrar en varias
formas quimicas, como se puede apreciar en la Figura 8, debido a que presentan
gran susceptibilidad a los cambios de pH. Es asi que, en soluciones acuosas acidas,
forman cuatro especies principalmente: la base quinoidal (QB), el catién flavilio (FC),
la pseudobase o carbinol (PB) y la chalcona (CH). A pH acidos, menores a 2, se forma
el catidn flavilio rojo (FC), mientras que, al aumentar el pH, se pierde un proton,
provocando un color azul-violeta, debido a la formacién de la base quinoidal (QB).
La hidratacién del catidon flavilio (FC), ocurre al mismo tiempo, originando la
pseudobase (PB), obteniendo equilibrio con la chalcona (CH) incolora (Cavalcanti,

Santos, & Meirles, 2011).
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Figura 8. Diferentes formas quimicas de las antocianinas, dependiendo del pH de la

solucion.

Fuente: Cavalcanti, Santos, & Meirles (2011).

3.5 MICROBIOLOGIA

3.5.1 INFECCIONES DEL TRACTO URINARIO

La infeccion del tracto urinario se debe a la presencia y multiplicaciéon de
microorganismos patogenos (bacterias, hongos o levaduras) en cualquier parte del
sistema urinario: rifiones, uréteres, uretra o vejiga, siendo las mas afectadas estas
dos ultimas. Sin embargo, si la infeccidn asciende a los rifiones, la afectacidn seria
grave. Los principales tipos de infecciones de vias urinarias son: Pielonefritis aguda,

en rifiones; Cistitis, en vejiga y Uretritis, en la uretra (de Cueto, 2011).
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3.5.2 MICROORGANISMOS PATOGENOS DEL TRACTO
URINARIO

La presencia de microorganismos patégenos en el tracto urinario se debe a
infecciones que ocurren con mayor frecuencia y a la vez se ven influenciadas por el
sexo, la edad, actividad sexual y algunas enfermedades base (diabetes, vejiga
neurdgena). Estas infecciones son generalmente causadas por bacterias propias del
sistema gastrointestinal, se reporta el 90% de infecciones causadas por Escherichia
coli, el 10% restante corresponde a microorganismos entéricos, tales como
Enterobacter spp., Enterococcus spp., Proteus mirabilis, Klebsiella neumoniae,
Staphylococcus saprophyticus, Pseudomonas aeruginosa, y Candida spp. (Capozzi,

Mobili, Kornett, & Perdomo, 2016).

Recientes estudios, han descrito “nuevos uropatégenos”, entre los cuales se puede
citar Aerococcus (A. urinae, A. urinaehominis, A. viridans y A. sanguinicola), Oligella
(O. ureolytica y O. urethralis) Actinobacterias, como Gardnerella, Actinobaculum (A.
massiliense), Actinotignum (A. schaalii y A. urinale), Corynebacterium y Actinomyces

(Zboromyrska, de Cueto Lopez, Alonso-Tarrés, & Sanchez, 2019)
Escherichia coli

Bacteria huésped habitual del intestino, descrita en 1885 por el bacteridlogo
aleman Escherich, quién la denominé como “bacteria comun del colon” (Bacterium
coli commune) y en 1919 Castellani y Chalmers, denominaron a este
microorganismo como Escherichia coli, principal representante del género
Escherichia, de la familia de las Enterobacterias. Se trata de un bacilo Gram
negativo, no esporulante, que a partir del triptéfano produce indol, no produce
acetoina y no utiliza el citrato como fuente de carbono, fermenta la glucosa y la
lactosa produciendo diéxido de carbono. Formada por una membrana externa y
membrana citoplasmatica y entre ambas un espacio constituido de
peptidoglucanos. Es una bacteria mesodfila, por lo que se considera que la

temperatura éptima de crecimiento oscila entre 35y 43 °C, cuya temperatura limite
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de crecimiento es 7 °Cy es sensible a temperaturas superiores a 70 °C; el pH 6ptimo

de crecimiento es de 7,0 y 0,94 para la actividad de agua (Canet, 2016).

El mecanismo de adhesidn a células blanco esta determinado por finos filamentos
presentes alrededor de la bacteria, las fimbrias, que le permiten fijarse y colonizar

las células epiteliales del huésped (Canet, 2016).

Sensible principalmente a la Fosfomicina (Sanchez, y otros, 2003).

Staphylococcus saprophyticus

Después de Escherichia coli, es el segundo microorganismo causante de infecciones
del tracto urinario, entre ellas cistitis y pielonefritis. Se trata de un estafilococo
Gram positivo, no formador de esporas, coagulasa negativo, catalasa positivo,
inmovil, que se encuentra en el medio ambiente, cuyo desarrollo puede darse entre
los 7 y los 47.8 °C, siendo 35 °C su temperatura éptima de crecimiento; respecto al
pH, su rango de crecimiento esta entre 4,5y 9,3, su pH idéneo va entre 7,0y 7,5

(Berto, 2015).

A diferencia de Staphylococcus aureus 'y Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus se adhiere de mejor manera a las células
uroepiteniales y no a células de la piel o de mucosas bucales. Estos microorganismos
son sensibles a oxacilina, gentamicina, norfloxacina, nitrofurantoina y vancomicina

(Farifa, Sanabria, Figueredo, Ramos, & Samudio, 2005)

Candida albicans

Candida albicans es una levadura oportunista que habita principalmente en las
mucosas de la cavidad oral y vaginal humana, también se encuentra presente en el
tracto gastrointestinal (Panizo & Revidkina, 2001) y es causante de candidiasis

cutanea (Garrote, 2002).

Se trata de un hongo de la division de Ascomycota, que se reproduce de manera

asexual, por gemacién. Es un microorganismo dimérfico, que puede desarrollarse
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como levadura, a 37 °C formando agrupaciones de células redondas u ovaladas de
3-8 x 2-7 micras de tamafio, o puede crecer como hongo filamentoso a 25 °C en la
naturaleza, formando células alargadas con apariencia de filamentos, pseudohifas

o pseudomicelio (Instituto Nacional de Seguridad y Salud en el Trabajo, 2021).

Entre el 10 y 15% de infecciones causadas por Candida albicans, se presenta en
pacientes hospitalarios y en mayor incidencia afecta al género femenino con
enfermedades crénico-degenerativas, como diabetes mellitus tipo 2, Ia
administraciéon de antibidticos, la obstruccion de las vias urinarias o su

instrumentacion (Vega, Bernal, Villanueva, & Arenas, 2015).

3.5.3 PAPEL QUE DESEMPENA EL MORTINO EN LA
PREVENCION DE INFECCIONES DEL TRACTO
URINARIO

Un estudio realizado por el Centro de Investigacion Traslacional de la Universidad
de las Américas, liderado por el médico internista y docente universitario, David
Larredtegui, se demostrd que el jugo de Vaccinium floribundum (mortifio) tiene las
mismas propiedades que el Vaccinium macrocarpon (arandano rojo), que tiene la
capacidad de acidificar la orina, sirviendo como mecanismo de prevencién de

infecciones del tracto urinario (UDLA, 2014).

El arandano rojo presenta en su composicion flavonoides, antocianinas y
proantocianidinas, de los cuales se han aislado dos de ellos: un monosacarido de
fructosa y una condensacion de taninos (proantocianidinas), responsables de evitar
la adhesidon de microorganismos al urotelio. La estructura bioquimica se trata de un
flavonoide y estd compuesta por tres anillos aromaticos (Figura 9), también
llamados flavanos (A, B y C). El estado de oxidacién del anillo C y los enlaces que
forma con el anillo B, determinan la capacidad para formar oligdmeros. Cuando los
mondmeros se unen entre si por un solo enlace en el anillo B, los oligédmeros que
se forman se conocen como proantocianidinas de tipo B, mientras que cuando se
unen entre si por dos enlaces en el anillo B se llaman proantocianidinas de tipo A.

Es asi como, a la proantocianidina tipo A se le atribuye la bioactividad de inhibiendo
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la adherencia de las bacterias, en especial Escherichia coli a las células epiteliales

del tracto urinario (Neri, y otros, 2009).

Figura 9. Flavonoide del ardndano rojo.

Fuente: Neri, y otros (2009).
3.6 TECNICAS DE DILUCION

Son ensayos a nivel de laboratorio, que se realizan para determinar el grado de
sensibilidad que presentan los microorganismos a los antimicrobianos (Malbran,

2012).

3.6.1 MICRODILUCION Y CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA

La técnica de microdilucion es un método empleado para la determinacién de la
concentracion minima inhibitoria (MIC) del antimicrobiano contra el

microorganismo en estudio. La microplaca dispone de 96 pocillos, cada uno de ellos
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con un fondo en “U” o plano, que representa los tubos del método de macrodilucion
en caldo y a los cuales se les afiade el antibidtico ensayado en distintas
concentraciones con la suspensidn estandarizada del microorganismo en estudio.
Los resultados se examinan después de incubar y se determina la MIC (Malbran,

2012; Garcia, y otros, 2000).

Microdilucion
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Figura 10. Método de microdilucién en caldo.
Fuente: Rodriguez, Mena, Marszalek, & De la Fuente (2019).

La concentracion minima inhibitoria (MIC) es la concentracion mas baja, en mg/L,
gue se requiere para inhibir el crecimiento de un microorganismo bajo condiciones
especificas in vitro durante un tiempo establecido, es decir, la minima
concentracion de un antimicrobiano a la que el microorganismo no puede crecer

(Malbran, 2012; Rodriguez, Mena, Marszalek, & De la Fuente, 2019).
3.7 ANTIBIOTICOS

Se define al antibidtico, como una sustancia quimica producida por un
microorganismo, que posee una actividad antimicrobiana. Las concentraciones del
antibidtico a las que los microorganismos patégenos son afectados sin que se les

causarle toxicidad (Paredes & Roca, 2004).
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Segun su origen pueden clasificarse en (Paredes & Roca, 2004):

Natural o biolégico: se obtiene a partir de microorganismos pudiendo ser estos

hongos o bacterias.

Semisintético: obtenido de forma natural, con la modificaciéon de algunas de sus
caracteristicas quimicas a fin de mejorar sus propiedades, como, por ejemplo:
incrementar su actividad, ampliar su espectro de accién, facilitar su administracion

o disminuir los efectos secundarios.

3.7.1 FOSFOMICINA

La fosfomicina se descubrid en 1969, y se trata de un antibidtico de amplio espectro
de tipo bactericida, que se deriva del acido fosfénico (cis-1,2- epoxipropyl acido
fosfonico). En los ultimos tiempos se ha aumentado su uso clinico, debido a su
actividad antimicrobiana frente a enterobacterias multirresistentes. El mecanismo
de accion de la fosfomicina se basa en que impide la sintesis de la pared bacteriana,
evitando la formacién de peptidoglicanos. Mediante un sistema de permeasas, la
fosfomicina ingresa a las bacterias por transporte activo e inhibe la enzima
piruviltransferasa, encargada de la fase inicial de la biosintesis del heteropolimero
del péptidoglicano. Se menciona como mecanismos adicionales, que impide la
adhesidn de las bacterias al epitelio, disminuyendo la produccion de hemolisinay la
hidrofobicidad de Escherichia coli a nivel de las células uroteliales, por lo que se
considera la mejor alternativa en el tratamiento de infecciones urinarias causada
por esta bacteria; ademas, favorece la fagocitosis, posee un efecto
inmunomodulador y ha demostrado una accidon protectora a nivel renal,
contrarrestando la toxicidad causada por cisplatino, aminoglucdsidos, vancomicina,
anfotericina, ciclosporina y polimixinas en células tubulares. La fosfomicina
presenta bioactividad contra bacterias Gram negativas como Eschericia coli,
especies de Proteus, Klebsiella pneumoniae, especies de Enterobacter, Serratia
marcescens y Salmonella typhi, y en menor medida para Pseudomonas aeruginosa

(Nor, Cruz Ferre, Mendy, Raspanti, & Hernandez, 2013).
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3.7.2 NITROFURANTOINA

La nitrofurantoina es un farmaco antimicrobiano bacteriostdtico, pero en altas
concentraciones se considera bactericida; se utiliza principalmente en infecciones
urinarias bajas causadas por Gram negativos y en menor incidencia por Gram
positivos. Su mecanismo de accién se basa en inhibir la acetil-coenzima A de las
bacterias, impidiendo la formacion de la pared celular debido a que interfiriere en
la sintesis de los carbohidratos; mejora su actividad antimicrobiana en pH acido.
Son sensibles a este antibidtico: Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Citrobacter, Corynebacterium, Salmonella, Shigella, Neisseria
y Staphylococcus epidermidis, algunas enterobacterias y especies de Klebsiella son
resistentes o pueden requerir concentraciones mas altas. Se consideran sensibles a
la nitrofurantoina aquellos microorganismos que a concentraciones de hasta 25
ug/mL son inhibidos, mientras que se consideran resistentes aquellos que requieren

concentraciones de 100 pug/mL o mas (Paré, 2011).

3.7.3 FLUCONAZOL

El fluconazol es un compuesto antifungico de la familia de los imidazoles, utilizado
en el tratamiento de infecciones sistémicas causadas por hongos. Su principal
accidén es alterar la membrana celular del hongo, al inhibir de la enzima lanosterol
14-a demetilasa en el complejo citocromo P-450 de los hongos, impidiendo la
conversion de lanosterol a ergosterol, por lo que aumenta la permeabilidad celular
ocasionando fugas del contenido celular y la pérdida de la integridad de la
membrana fungica. Los microorganismos sensibles al fluconazol son: Aspergillus
flavus; Aspergillus fumigatus; Blastomyces dermatitidis; Candida albicans; Candida
glabrata; Candida kefyr; Candida tropicalis; Coccidioides immitis; Cryptococcus

neoformans; Histoplasma capsulatum (Fica, 2004).

3.7.4 TIMOL, ANTIMICROBIANO NATURAL

El timol (o isopropilmetacresol, o 2- isopropil-5-metilfenol), es considerado uno de

los antimicrobianos naturales mas activos, presente principalmente el aceite
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esencial de tomillo (sobre el 50%), de orégano y de mandarina. En su estructura
guimica, presenta un anillo fendlico (figura 11), con capacidad hidrofébica, cuyo
mecanismo de accidn se basa en desintegrar la membrana externa de las bacterias,
aumentando la permeabilidad de la membrana citoplasmatica, ocasionando la
salida de lipopolisacaridos y la filtracion de constituyentes quimicos esenciales para
el metabolismo, tales como iones, ATP, acidos nucleicos y aminoacidos. La
sensibilidad de los microorganismos al timol depende de factores como el tipo de
microorganismo, pH del medio, y temperatura de incubacion, sin embargo, se

afirma que tiene su mayor efecto inhibitorio a pH 5,5 (Garcia & Palou, 2008).

CH;

OH

H3C CHs

Figura 11. Estructura quimica del Timol.

Fuente: Garcia & Palou (2008).

3.7.5 RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

Se puede definir como resistencia, al mecanismo a través del cual el
microorganismo disminuye la accién de los agentes antimicrobianos, es decir, el
microorganismo neutraliza al antibidtico (Fernandez, Lépez, Ponce, & Machado,

2003).

TIPOS DE RESISTENCIA MICROBIANA

Se pueden categorizar dos tipos de resistencia microbiana (Fernandez, Lépez,

Ponce, & Machado, 2003):

Natural o intrinseca: los microorganismos productores de antibidticos son por

definicidn resistentes. Usualmente, las bacterias que pertenecen a la misma especie
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son resistentes a algunas familias de antibidticos, lo que les permite tener ventajas
competitivas respecto a otras cepas, pudiendo asi sobrevivir si se emplea ese

antibiodtico.

Adquirida: la aparicidn de la resistencia bacteriana se produce debido a cambios en
la secuencia de bases de cromosoma (mutaciones) que se transmite de generacion
en generacion y por la trasmision de material genético extracromosdémico de otras
bacterias, esta trasferencia de genes se realiza a través de plasmidos u otro material
genético de transporte como integrones y transposones; esto ultimo no solo
permitird la trasmisidon a otras generaciones, sino también a otras especies
bacterianas. Por lo antes mencionado la resistencia a uno o varios antibidticos que
presenta una bacteria puede ser ocasionada sin la necesidad de haber estado en

contacto previo con el antibidtico.

MECANISMOS GENERALES DE RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

Para resistir a la accidn de los antibidticos, los microorganismos han desarrollado

varios mecanismos (Paredes & Roca, 2004).

Expulsion del antibidtico por un mecanismo activo de bombeo. Se trata de un
sistema de expulsidon activa del antimicrobiano, a manera de bomba expulsora
utilizada por las bacterias para la excrecién de productos téxicos o residuales,

eliminando asi, muchos de estos agentes antimicrobianos.

Bloqueo del transporte de antibidticos. Se disminuye la permeabilidad de la pared
bacteriana, modificando o bloqueando los canales de entrada por donde los

antibacterianos usualmente pasaban (porinas).

Produccion de enzimas inactivantes. La produccidn de una enzima alternativa, que
impide la inhibicién microbiana (bypass). Por ejemplo: el cloranfenicol inhibido por

la acetiltransferasa o las betalactamasas, inhiben al grupo de los betalactamicos.

Modificacion enzimdtica del antibidtico. Algunos antibidticos se unen a una proteina

esencial para la supervivencia de las bacterias para poder ejercer su accién sobre
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ellas, sin embargo, la resistencia bacteriana se origina cuando el microorganismo

modifica la proteina diana, cambiando su funciéon o produciendo otras enzimas

distintas.

EN t elpLe . L
LUSTHRE IPS SIS SR | | T e
." ¢ # | h '1I - o K

Tlarnlrsuci & o g
Macan|smo gar parnapniicnd de pamd
axpuisidm bpciglang
!mmhlé§¥
T AR TR T

Medllcm:kin da
I peoining
diarsa

Figura 12. Mecanismos generales de resistencia microbiana.

Fuente: Fernandez, Lopez, Ponce, & Machado (2003).
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3.8 METODOS DE SEPARACION QUIMICA

3.8.1 REFLUJO Y ACIDIFICACION

El proceso de reflujo (Figura 13), consiste en la extraccién y preservacién de los
compuestos esenciales presentes en las especies vegetales. Los compuestos
volatiles se condensan y se retienen en las paredes internas de un condensador,
gue se refrigera con el agua que fluye a su alrededor. Sin embargo, debido a la
sensibilidad de algunos compuestos al calor, no es posible la desnaturalizacion
(Canales Pefia, Carazo Luna, & Centeno, 2011). La acidificacion permite la
separacion de otros compuestos y obtener las fracciones que son de interés

(Universitat de Valencia, 2006).
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Figura 13. Sistema de reflujo.

Fuente: Universitat de Valencia (2006).

3.8.2 SISTEMAS CROMATOGRAFICOS

La cromatografia, tiene aplicacién en todas las ramas de la ciencia, se trata de un
método fisico descubierto por el botanico Mikhail Tswett en 1906, que permite la
separacidn y caracterizacion de mezclas complejas; se basa en el principio de
retencion selectiva, con el fin de separar los diferentes compuestos que conforma
una mezcla, de esta manera es posible identificar y determinar las cantidades de

dichos componentes. Las dos funciones bdsicas que se pueden cumplir en este
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método son: separar los componentes de la mezcla y posteriormente purificarlos y
medir la proporcién de los componentes de la mezcla (Corzo, 2019). Esta técnica
determina las propiedades fisico quimicas de los componentes separados
dependiendo de su solubilidad, tamafio, diferencia de cargas, grado de pureza, para
su posterior caracterizacién, mediante manchas o graficos del cromatograma (Ruiz,

2020).

Este proceso cromatografico se origina como resultado de repetidos procesos
adsorcion-desorcién, donde los componentes de la mezcla son arrastrados por la
fase moévil a lo largo de la fase estacionaria, lo que se conoce como elucidn, que
debido a las diferencias en las constantes de distribucion de los componentes de la
mezcla entre la fase estacionaria y la mévil, se hace posible la separacién. Entonces,
los datos de esta separacién son arrojados en un cromatograma, que define la
distribucién final sobre el lecho estacionario, o del tiempo en que estos eluyen

(Passaro, y otros, 2016).

Las diferentes técnicas de cromatografia pueden clasificarse de acuerdo con la
disposiciéon de la fase estacionaria, siendo estas la cromatografia plana:
cromatografia de papel y la de capa fina y la cromatografia en columna:

cromatografia de liquidos, de gases y de fluidos supercriticos (Ruiz, 2020).

Para llevar a cabo una buena técnica cromatografica, es necesario definir varios

términos (Corzo, 2019):

SOPORTE: totalmente inerte, puede ser papel u otro elemento fisico (vidrio o

aluminio) sobre el cual queda impregnada la fase estacionaria.

FASE ESTACIONARIA: sustancia sélida o liquida, sobre un soporte inerte, con la cual

interactian los componentes de la muestra a analizar.

FASE MOVIL: un liquido o mezcla de liquidos, que atraviesa el sistema

cromatografico (papel, columna o placa) separando los componentes menos
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polares de la mezcla. La elucidon de un compuesto aumenta cuando la polaridad de

la fase moévil o eluyente se incrementa.

SIEMBRA: procedimiento en el cual la muestra es depositada sobre una linea (linea
de siembra) para ser analizada; en cromatografia en papel o en capa fina. Se utilizan
micropipetas (pipetas Pasteur) para asegurar un volumen pequefio de muestra,
mientras que, en equipos mas modernos y automatizados, la muestra es inyectada

usando jeringas, propias del equipo en el dispositivo destinado para la separacion.

DESARROLLO O CORRIDA CROMATOGRAFICA: accién por la cual la fase movil

arrastra y separa los componentes de la muestra.

TIEMPO DE CORRIDA: medida de tiempo que dura la elucién. En la cromatografia
planar, cuando se observa que el frente del solvente no avanza mas, es que ha
terminado la corrida. Para la cromatografia en columna, se trabaja con un flujo
continuo de la fase movil, y sera el tiempo que toma en que todos los compuestos
de la muestra hayan salido de la columna y se detecten para ser arrojados en una

grafica.
FRENTE DEL SOLVENTE: distancia maxima que la fase movil ha recorrido.

REVELADO: si las sustancias que han sido separadas no son coloreadas y no es
posible localizarlas a simple vista, principalmente en cromatografia en papel o en
capa fina, es necesario recurrir a métodos fisicos como la fluorescencia y
reactividad, lo que consiste en hacer reaccionar algun reactivo quimico con las

sustancias eluidas formando un compuesto coloreado.

RESOLUCION: se trata de la distancia minima a la que se distinguen individualmente
las manchas producidas por la separacion de los componentes de la muestra, en la

cromatografia en papel.

TIEMPO DE RETENCION (tR): es el tiempo que tarda cada componente de la muestra
en atravesar y salir del sistema cromatografico, desde su inyeccidén hasta su salida 'y

deteccion, es decir, todo el tiempo que el metabolito se encuentra en el sistema
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cromatografico. Este parametro es utilizado en la cromatografia en columna, en

lugar de la distancia recorrida en la cromatografia planar.

CROMATOGRAMA: es un grafico en el que se visualizan los componentes de la
muestra analizada en forma de manchas o picos, dependiendo del tipo de soporte
en el cual se ejecuta la corrida (papel, placa o columna): manchas en la

cromatografia planar (papel o capa fina) y picos en la cromatografia en columna.
CROMATOGRAFIA DE ADSORCION EN CAPA FINA (TLC)

La cromatografia en capa fina o también conocida como TLC por sus siglas en inglés
Thin Layer Chromatography, consiste en que la fase mévil asciende por capilaridad
a lo largo de la fase estacionaria, generando la separacién de los componentes de
la muestra en base a su diferente distribucién entre la fase estacionaria y la movil
(Passaro, y otros, 2016). Para la fase estacionaria se puede utilizar gel de silice (SiO3),
alumina (Al;0s3), silicato de magnesio o también celulosa, de material adsorbente
sobre un soporte de plastico con un grosor aproximado de 0,1 mm, que
interaccionaran con la muestra mediante enlaces de hidrégeno y por interacciones
intermoleculares de tipo dipolo-dipolo. Mientras que, la fase mévil, mayormente
estd compuesta por disolventes como: el hexano, tetraclorometano, cloroformo,
diclorometano acetato de etilo y acetona, permitiendo el arrastre de los
compuestos de la mezcla. Dependiendo de la fase estacionaria y la naturaleza del
disolvente empleados, es posible determinar que los solutos no polares se eluirdn
con mayor facilidad, mientras que los mas polares quedaran retenidos en la fase
estacionaria ya que seran adsorbidos por los centros activos de la misma (Ruiz,

2020).

Dentro de las ventajas que presenta esta técnica son su bajo costo, su corto tiempo

de aplicacién y su sensibilidad (Passaro, y otros, 2016).

En la figura 14, se observa esquematicamente el proceso cromatografico en placa

fina, donde la altura maxima que alcanza el disolvente en la placa (frente de
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disolvente) se utiliza como referencia para calcular las distancias que han recorrido

los componentes de la mezcla en el cromatograma.

elucion
frente de disolvente
‘ ...............
B O -t
dl)
ds
K Uideacsalaog=
A QO =
o
O % . .. /..
M ——— >

Figura 14. Esquema del proceso cromatografico en capa fina.

Fuente: Passaro, y otros (2016).

A la relacion que existe entre la distancia recorrida por un compuesto separado
(mancha) y la recorrida por el disolvente en el mismo tiempo, se le conoce como
Factor de Retencidn o Factor de Retardo (Rf), mismo que se calcula con la siguiente

formula (Figura 15):

_ distancia recorrida por el compuesto n _d,

R.

= 5 . . . 4 : B~
distancia recorrida por el disolvente " d b d,

Figura 15. Férmula para el cdlculo del Factor de Retencidn.

Fuente: Passaro, y otros (2016).

Se describen varias etapas para un proceso cromatografico TLC (Corzo, 2019;

Passaro, y otros, 2016):

Siembra: consiste en la aplicacion de la muestra sobre la placa cromatografica,

utilizando micropipetas, pipetas Pasteur o tubos capilares de vidrio, para asegurar
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un volumen pequeno de la muestra. Se puede trazar una linea a lapiz de carbono
de 1 - 1,5 cm del borde inferior de la placa (linea de aplicacion de muestras). La
muestra depositada sobre la placa no debe superar los 3 mm de diametro (Figura

16).

b} Se dibujan los

a) Se dibuja la linea puntos  sobre  los
de siembra a 1.5 cuales se depositaran
cm. del borde los patrones y la

muestra a analizar
con, al menes, 1 cm
de distancia entre c/u

inferior del papel.

Figura 16. Siembra de la muestra sobre la placa cromatografica.

Fuente: Corzo (2019).

Saturacion de la camara o cuba cromatografica: previo a la corrida, es necesario
acondicionar la camara o cuba cromatografica que son recipientes de vidrio
rectangulares, con tapa hermética para impedir el escape de los vapores de la fase
movil; esto con el fin de asegurar uniformemente la distribucion de la fase mévil en

el interior de esta, hasta alcanzar un equilibrio.

Desarrollo o corrida: una vez que la cdmara cromatografica ha sido saturada con
los vapores de la fase movil se introduce la placa cromatogréfica, sin que el
disolvente esté en contacto directo con la muestra depositada en la placa,
guedando por debajo de la linea de aplicacién (Figura 17). Cuando el disolvente
haya llegado hasta el frente del disolvente (aproximadamente 1 cm del borde), se

retira la placa de la cdmara cromatografia.
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Figura 17. Proceso de corrida del eluyente para la separacion de los componentes

de una mezcla.

Fuente: Corzo (2019).

Revelado de placa: luego de retirar la cromatoplaca de la cdmara cromatografia, se
seca con frio o calor. Si las manchas son incoloras o invisibles a luz ordinaria, es
necesario el proceso de revelado, para poder detectarlos. Existen dos métodos: el
quimico en el que se rocia la placa con la solucién reveladora dependiendo de las
fracciones analizadas; la principal sustancia reveladora es la ninhidrina; y método
fisico en el que muchos compuestos absorben radiaciones de luz ultravioleta que
las hace fluorescentes, por lo que se puede utilizar ldmparas de UV para su mejor

apreciacion.

Evaluacidn de los resultados: finalmente, se evalla la placa utilizando patrones de
referencia para poder identificar los compuestos presentes en la muestra y se
miden las distancias recorridas por el eluyente y las manchas y se calculan los Rf,

que son valores especificos para cada sustancia.
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4. MATERIALES Y METODOLOGIA

EXTRACCION Y CONCENTRACION DE EXTRACTOS FLUIDOS

El estudio experimental se realizé en la Universidad Politécnica Salesiana en las

Instalaciones de los Laboratorios Ciencias de la Vida— Campus Girén- Sede Quito.

Los frutos de la planta de Vaccinium floribundum (mortifo) se recolectaron en el
Cantén Sigchos de la provincia de Cotopaxi a 3023 msnm, cuyas coordenadas fueron
S 00°42°42,6"°- W 078°53°22,1”". Los frutos se clasificaron, limpiaron y pesaron
previamente. En bandejas de aluminio se colocaron los frutos y se secaron por 6

dias a 40 °C en una estufa Marca ESCO Modelo OFA-54-8.

El material vegetal deshidratado, se trituré en mortero con pistilo de porcelana. Se
colocaron 100 g del polvo resultante de la molienda en dos matraces Erlenmeyer
de 250 mL y se hidrataron con alcohol al 20% y al 50%, respectivamente, posterior
a esto se agregd 200 mL de cada uno de los alcoholes y se llevaron los envases
cubiertos con papel aluminio a agitacion en un agitador orbital marca
Thermoscientific Modelo 4310 por 24 horas. Transcurrido dicho tiempo se filtré y
concentrd el extracto por 2 horas a 40°C en un rotavapor Marca Buchi Modelo R-
100 hasta alcanzar su volumen final. El extracto fluido se recogié en frascos ambar

para sus analisis (Figura 18).
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Los frutos fueron recolectados
en el Cantén Sigchos,
Provincia de Cotopaxi,

Se colocaron las bayas en
bandejas de aluminio para su
deshidratacion.

Se humectd con los alcoholes
al 20 y 50%, respectivamente
hasta completar 200 mL de

cada alcohol. Se colocé 100 g de mortifio
molido en matraces
erlenmeyer.

Las bandejas se llevaron a la
estufa a 40 °C por 6 dias, hasta
su total secado.

Una vez que los frutos estaban
totalmente secos, se triturd
usando un mortero y pistilo

Luego de la agitacion, se
Posteriormente, se llevd a recolectd y filtré el extracto
agitacion por 24 horas, obtenido.

cubriendo los recipientes con
papel aluminio

Extractos concentrados vy
trasvasados a frascos ambar.

Figura 18. Diagrama del proceso de obtencién de extractos fluidos de mortifio.

Elaborado por: Las Autoras (2022).

CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

Balones de aforo de 10 mL se lavaron con alcohol potable al 96%, y se secaron en

una estufa Marca Memmert Modelo SM 200 a 100 °C por 1 hora.

La solucion madre de acido galico se prepard en alcohol al 96%, al pesar 20 mg de

acido galico y aforar a 10 mL de alcohol al 96%, obteniendo una concentracién de

2000 ppm. Y para la preparacion de la solucion de carbonato de sodio al 20% (p/v)

se pesd 3 g de carbonato de sodio y se aford a 25 mL de agua destilada.
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Construccion de la curva de calibracion

Para la elaboracién de la curva de calibracion se preparé 7 estandares a 10, 20, 25,

30, 35, 40,45 ppm.

TABLA 1. Preparacion de las soluciones a las concentraciones deseadas, para la

construccion de la curva de calibracion.

CONCEN-
SOLUCION | TRACION PREPARACION
(ppm)

Estandar A 10 0,050 mL sol. Acido galico + 9,95 mL alcohol 96%
Estandar B 20 0,100 mL sol. Acido galico + 9,90mL alcohol 96%
Estandar C 25 0,125 mL sol. Acido galico + 9,87 mL alcohol 96%
Estdndar D 30 0,150 mL sol. Acido galico + 9,85 mL alcohol 96%
Estandar E 35 0,175 mL sol. Acido gélico + 9,83 mL alcohol 96%
Estandar F 40 0,200 mL sol. Acido galico + 9,80 mL alcohol 96%
Estandar G 45 0,225 mL sol. Acido galico + 9,78 mL alcohol 96%

Elaborado por: Las Autoras (2022).

Una vez preparadas las soluciones de acido galico a las concentraciones deseadas,
se procedié a tomar 0,05 mL de cada una de las soluciones en un balén de aforo
ambar de 10 mL, a continuacion, se afiadid 3,95 mL de agua destilada y 0,25 mL del
reactivo de Folin-Ciocalteu, en cada uno de los balones. Para el blanco se tomo 4

mL de agua destilada y se agregé 0,25 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu.

Se dejo reposar por 2 minutos y se agregé 0,75 mL de carbonato de sodio al 20%
(p/v) en cada uno de los balones, se llevd a ultrasonido Marca BRANSON
Modelo1510R-MTH por 10 minutos y a continuacién, se dejdé en reposo por 2 horas
en total oscuridad a temperatura ambiente. Luego de las 2 horas de reposo, se
trasvaso las muestras de los balones a celdas espectrofotométricas de plastico de
lcm y se midid la absorbancia a una longitud de onda de 765 nm en el

espectrofotdmetro UV-Vis Marca Jasco Modelo V730.
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Con los datos de absorbancia se procedid a graficar la curva de calibracién, entre

las concentraciones planteadas de acido gdlico versus las absorbancias obtenidas.

Preparar las soluciones de Agregar a las celdas de Medir las absorbancias a 765
acido galico a las cuarzo la cantidad necesaria nm y graficar la curva de
concentraciones deseadas para la lectura de la calibracion.

absorbancia

T

Il

Figura 19. Diagrama del proceso de construccion de la curva de calibracién.

Elaborado por: Las Autoras (2022).

Cuantificacion de fenoles totales de los extractos etandlicos de Vaccinium

floribundum (mortifo).

En un balén de aforo ambar de 10 mL se tomo 0,05 mL del extracto etandlico de
Vaccinium floribundum (mortifio) al 20 % y en otro balén de aforo ambar de 10 mL
se tomd 0,05 mL del extracto etandlico de Vaccinium floribundum (mortifio) al 50
%, las muestras pasaron por filtros de jeringa PDVF de 45 um, este proceso se realizé
por triplicado. A cada balén se aifadié 3,95 mL de agua destilada y 0,25 mL del

reactivo de Folin-Ciocalteu.

Después de 2 min se agregé 0,75 mL de carbonato de sodio al 20% (p/v) a cada
balén. Los balones se llevaron al ultrasonido Marca Thermoscientific Modelo FS60D
por 10 minutos, se dejé en reposo por 2 horas en total oscuridad a temperatura
ambiente. Posteriormente, se midio la absorbancia a una longitud de onda de 765

nm en el espectrofotémetro Lector de microplacas marca Biotek modelo EPOCH.

Se cuantificd los fenoles totales presentes en cada uno de los extractos,
interpolando las absorbancias medidas utilizando la curva de calibracién de acido

galico previamente construida.
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Medir las absorbanciasa 765
Preparar |las soluciones de nm einterpolar con |z grafica

los extractos por triplicado. Colocar en Ia microplaca de de | curva de calibracion.
96 pocillos.

Figura 20. Diagrama del proceso de cuantificacién de fenoles totales de los

extractos etandlicos de Vaccinium floribundum (mortifio).

Elaborado por: Las Autoras (2022).

Factores de Estudio

a) Dos concentraciones de etanol: E20 (20%), E50 (50%)

Tratamientos

Para establecer un mejor tratamiento se analizaron las concentraciones de los
extractos etanolitos por triplicado con las concentraciones obtenidas en la curva de
calibracion de acido galico, los tratamientos se encuentran codificados en la Tabla

2.

TABLA 2. Preparacion de los extractos etandlicos para conocer su concentracion.

Extractos
Tratamiento Descripcion

etandlicos

0,05 mL del extracto etandlico al 20% + 3,95 mL

T1 E20 de agua destilada+0,25 mL del reactivo de Folin

+0,75mL carbonato de sodio 20% (p/v)
0,05 mL del extracto etandlico al 50% + 3,95 mL
T2 E50 de agua destilada+0,25 mL del reactivo de Folin+
0,75mL carbonato de sodio 20% (p/v)
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Elaborado por: Las Autoras (2022).

Calculo de Fenoles Totales

Se utilizé la ecuacion de regresion lineal con la curva de calibracion estandar para
obtener la ecuacién de la recta (véase ecuacién 1), luego con esos resultados se
realizd andlisis de varianza (ANOVA) para determinar la concentracién de

compuestos fendlicos.

Ecuacién 1 Abs=mx+Db

x: valor de polifenoles totales expresado en equivalentes de acido galico (en
mg/mL). Abs: valor de la absorbancia. m: pendiente de la recta b: intercepto con el

ejey (Urbano, 2016).

La x representa la cantidad de polifenoles totales equivalentes masicos en acido

galico en mg/mL.

Unidad experimental

La unidad experimental de estudio es cada pocillo de la microplaca.

Analisis estadistico

Dentro del analisis de datos se utilizé el analisis de varianza (ANOVA) con el fin de
establecer diferencia significativa con variables paramétricas, se utilizé la prueba
significativa de Tukey al 0,05% y la prueba de “t” para muestras independientes con

el programa INFOSTAT.

CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE

Vaccinium floribundum (mortio).

Se realizd la técnica establecida por Giusti & Wrolstad (2001), con unas ligeras
modificaciones. Para preparar el buffer pH 1, se pesé 0,076 g de cloruro de potasio
y aford a 40 mL de agua destilada, y para el buffer pH 4,5 se pesé 2,27 g de acetato

de sodio y aford a 40 mL agua destilada.
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Se tomaron 2,5 mL de cada extracto (20-50%) en un balén dmbar de 10 mL y se
afiadid 2,5 mL de alcohol al 20 y al 50% correspondientemente, por triplicado. Se
llevé a ultrasonido Marca Branson Modelo 1510R-MTH por 30 minutos; a
continuacion, se filtré los extractos etandlicos utilizando filtros PDVF de 45 um en
tubos Falcon cubiertos de papel aluminio, para impedir el paso de luz a los
extractos. Se ajusté el pH a 2,3 con HCI (acido clorhidrico) de concentracion 2M
agitando en un vértex Marca Velp Scientifica Modelo F202A0173 por un minuto, se
dejd reposar en oscuridad por 4 horas y a medida que pasaron 2 horas se llevé a
ultrasonido los extractos por 5 minutos. Transcurrido este tiempo, se centrifugd a

3500 rpm por 30 minutos en una centrifugadora Marca Hermle Modelo Z400.

Se tomd 0,5 mL del sobrenadante de los tubos Falcon previamente centrifugados y
fueron colocados en balones ambar de 10 mL hasta un volumen final de 5 mL con
cada uno de los buffers que se prepararon con anterioridad. Posteriormente se dejé
en reposo por 45 minutos, y se colocé 100 uL en cada pocillo del lector de placas
Marca Biotek Modelo EPOCH, para medir las absorbancias a 510 y 700 nm. Con el
blanco y 3 muestras de los extractos se midié la longitud de onda maxima en el
espectrofotémetro UV-Vis Marca JASCO Modelo V-730. Finalmente, se aplicé la

ecuacién 2 y 3 para determinar las concentraciones de antocianinas.

Por triplicado, en un baldn

ambar de aforo de 10 mi, Filtrar =n tubos
agregar 2,5 mbL del extraxto Falkoon culbier tos
etandlico del mortifio y afiadir de pape

Usvar aultrasonido
30 minutos

Preparar los buffers pH 1
{0,076 gde KOl y 40 mi de
agua destiladal y pH 4.5
{2,27 gde CG:HNaO; en 40
ml agua destiada)

‘

2, 5 ml ded alcohol al 20% y alumi nia

repetsr este proceso con e
extracto y o akohol al 50%
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Ajustar el pH a 2,3 con HOI 2M

y agitar en o vortex por un

minuto, dejar en reposo en Centrifugar a 3500 Codocar 100 plde cadauno
oscuridad por 4 horas, cada 2 rpan duramts 30 de ks balnss en un
horas colocar en ultrasonido Con el sobrenadants, pocille de la microplaca

preparar los tratamientos, desde la B2 y medir las
dejar 45 minutes en absorbancias a 510 y 700

por 5 minutos

nim.

e pasa

Figura 21. Diagrama del proceso de cuantificacion de antocianinas de extractos

etandlicos de Vaccinium floribundum (mortifio) por el método de pH diferencial.

Elaborado por: Las Autoras (2022).

Factores de Estudio

a) Dos concentraciones de etanol: E20 (20%), E50 (50%)

La medicidn del buffer a pH 1y a pH 4,5 con las muestras, son indispensables para
determinar la concentracidn de antocianinas monoméricas totales véase (ecuacion

2).

Tratamientos

Para establecer un mejor tratamiento en cuanto a cuantificacién de antocianinas
totales, se analizaron las concentraciones de los extractos etandlicos obtenidos, la
descripcidon de preparacién de los buffers se encuentra detallada en la Tabla 3, se

realizaron 3 repeticiones para cada uno de los extractos ensayados.

TABLA 3. Requerimientos para preparar las muestras previo a cuantificacion de

antocianinas totales en extracto etandlico de mortifio al 20% y 50% para pH 1y pH

4,5.
Muestras Descripcién
E20 0,5 mL sobrenadante Ext. 20% + 4,5 mL buffer pH 1
E20 0,5 mL sobrenadante Ext. 20% + 4,5 mL buffer pH 4,5
E50 0,5 mL sobrenadante Ext. 50% + 4,5 mL buffer pH 1
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E50 0,5 mL sobrenadante Ext. 50% + 4,5 mL buffer pH 4,5

Elaborado por: Las Autoras (2022).

Calculo de Antocianinas Totales

Se utilizaron las ecuaciones 2 y 3 para cuantificar la concentracién de antocianinas
monoméricas, ademas con las concentraciones obtenidas se realizalizé el analisis

de varianza (ANOVA).

Ecuacion 2 AA = (Ayxmax — A700)pH1.0 — (Aamax — A700)pHas
Ecuacidén 3 AT (mg/L) = —AAXPM;C;DMOOO

Donde: AA variacion de absorbancia; A amax Absorbancia de la longitud de onda
maxima, AT (antocianinas totales unidades mg/L); FD (factor de dilucion); PM
(cianidina-3-glucdsido, 449,2 g/mol peso molecular); 1000 (conversion de gramos a
miligramos); E (coeficiente molar de cianidina3-glucésido, 26900); | (longitud de

paso de celda en cm) (Giusti & Wrolstad, 2001).

Unidad experimental

La unidad experimental de estudio es cada pocillo de la microplaca de 96 pocillos.

Analisis estadistico

Dentro del analisis de datos se utilizé el analisis de varianza (ANOVA) con el fin de
establecer diferencia significativa con variables paramétricas, se utilizé la prueba
significativa de Tukey al 5% y la prueba de “t” para muestras independientes con el

programa INFOSTAT.

PREPARACION DE MEDIOS DE CUTIVO Y REACTIVACION DE CEPAS

Previo a la reactivacién de cepas se prepard los medios de cultivo de la siguiente
forma: se peso 4 g de PDA (agar papa dextrosa) y TSA (tripticasa soya agar) en una

balanza analitica Marca Mettler toledo Modelo ME204T/00, a continuacién, se
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agregd 100 mL de agua destilada, el medio se disolvié totalmente en agitacion y
calentamiento constante. Una vez disuelto, se colocé en la autoclave horizontal
Marca Tuttnauer Modelo 3870M a 121 °C y 15 PSI alrededor de 45 minutos.
Finalmente, se debe dispensar bajo cdmara de flujo Marca ESCO Modelo LHG-4AG-

F9, el medio de cultivo estéril en cajas Petri (25 mL/placa).

Para los medios liquidos, se pesaron 0,9 g de TSB (caldo de tripticasa soya) para 30
mL y 0,6 g de SBD (caldo dextrosa Sabouraud) para 20 mL, se esterilizaron en
autoclave por 30 minutos a 121 °Cy 15 PSI, y dispensaron 5 mL en tubos rosca de

10 mL.

Se prepard asépticamente la cdmara de flujo junto con todos los materiales
requeridos para la siembra. En un bloque frio, se colocd los tubos de cryobank
provenientes del ultracongelador Marca Thermoscientific Modelo REVCO RLE 500.
El trabajo se desarrolld junto al mechero, con el asa se tomé una perla del tubo de
cryobank y se sembro en estriado sobre el medio de cultivo previamente preparado
(PDA para Candida albicans, TSA para Escherichia coli y Staphylococcus
saprophyticus), la siembra se realizé por duplicado. La perla se colocé en el medio
de cultivo liquido (TSB para Escherichia coli y Staphylococcus saprophyticus y SBD
para Candida albicans), se etiquetaron los tubos y las placas con el medio de cultivo,

y se llevé a incubacion segln las condiciones establecidas Tabla 4.

TABLA 4. Condiciones especificas de crecimiento para los microorganismos de

estudio.
Escheric Staphylococcus Candida
hia coli saprophyticus albicans
Caldo/Agar Caldo/agar
Medio de Caldo/Agar de
de Tripticasa glucosado de
cultivo Tripticasa Soya
Soya Sabouraud
Temperatura 35°C 35°C 26 °C
92% o} 90% o
Humedad 92% o superior
superior superior
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pH 7,3+0,2 7,3+0,2
Tiempo de

24 horas 24 horas 72 horas
incubacion
Necesidad de Aerobio-anaerobio

Aerobiosis Aerobiosis
oxigeno facultativo

Elaborado por: Las Autoras (2022).

Se prepararon los PR i
medios de cultivo y se Del tubo de cryobank se Posteriormente, se Se llevé a incubacién a las
esterilizé el material tomé una perla y se inoculd en el medio de cond|f:|ones antes
necesario el trabaio estri6 sobre el medio de cultivo liquido. mencionadas para cada uno
cultivo sélido. de los microorganismos en
estudio.

Figura 22. Diagrama del proceso de reactivacidon de cepas a partir de cryobank.

Elaborado por: Las Autoras (2022).

Presionar la burbuja
que contiene el
microorganismo  para
impregnar el hisopo.

Preparar los medios de
cultivo y esterilizar el
material necesario y el
area de trabajo.

Llevar a incubacion a
las condiciones
establecidas para cada
microorganismo

Cuidadosamente retirar
el hisopo del empaque.

Inocular en el medio de
cultivo sélido y liquido

Figura 23. Diagrama del proceso de reactivacion de cepas a partir de

microorganismos (Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 25922 vy

Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305).

Elaborado por: Las Autoras (2022).
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TECNICA DE MICRODILUCION

Preparacion del inéculo

Se sembroé Escherichia coli y Staphylococcus saprophyticus en caldo Muller Hilton
por 24 horas a 35 °C, mientras que Candida albicans se sembré en caldo Sabouraud
dextrosa por 48 horas a 26 °C. Transcurridos estos tiempos se centrifugd a 3000 rpm
por 30 minutos. A continuacion, se desechd el liquido (sobrenadante) quedando
Unicamente el pellet en el tubo, para la resuspensién definitiva se agregd 5 mL de
solucidn fisioldgica 0,9 % estéril y se llevd a vortex por 3 minutos. Se afiadié poco a
poco pequeiias cantidades de solucidén fisiolégica 0,9 % hasta ajustar a escala de
McFarland 0,5 con un espectrofotémetro UV-Vis Marca Shimatzu Modelo: UV mini
1240 (Figura 23). Para las bacterias (Escherichia coliy Staphylococcus saprophyticus)
se midié a una absorbancia de 625 nm con valores entre 0,08 - 0,2 que corresponde
a una concentracion de 102 UFC/mL; y para levaduras (Candida albicans) se midid
la absorbancia a 530 nm hasta 0,15 de absorbancia, obteniendo una concentracién

de 106 UFC/mL.

Desechar el sobrenadante y
agregar 4 mL de suero
fisiolégico 0,9% estéril vy
ajustar hasta alcanzar 0,5 en
la escala de McFarland

Incubar  E. coli 'y S Después del tiempo
sprophyticus en caldo Muller de incubacion,
Hilton a 35 °C por 24 horasy C. centrifugar los tubos
albicans en caldo Sabouraud a con el crecimiento
26 °C por 48 horas

microbiano

Se esterilizd todo el

material y el édrea de Medir la absorbancia

trabajo con luz UV y se mediante espectrofotometria:
Sembrar la prepararon los - Bacterias: 625 nm; 0,08 - 0,2
microplaca segin el antibidticos comerciales y - Levadura: 530 nm; 0,15
disefio establecido el natural (timol). -
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Llevar a incubacion: las Luego del tiempo de

bacterias por 24 horas a incubacion, agregar 40 pL de ] ]

35 °C con agitacion y la TTC al 1% en cada pocillo de la Medir la absorbanc'na a 450
levadura por 72 horas a microplaca e incubar a 37 °C nm en el lector de microplacas

26 °C, sin agitacion por 30 minutos

Figura 24. Preparacién del inéculo y ajuste a escala McFarland previo a siembra en

las microplacas.

Elaborado por: Las Autoras (2022).

Siembra en Microplaca

Las tres microplacas se prepararon con la misma metodologia, Unicamente cambio
el microorganismo para su estudio (Escherichia coli, Staphylococcus saprophyticus

y Candida albicans. Se detalla a continuacién el diseiio aplicado (Figura 24):

Blanco: Columna A12-H12 se afiadié 200 pL de medio de cultivo.

Control negativo (Ce): Columna A11-H11 se afiadié 200 uL de medio de cultivo.

Control positivo (Cc): Fila H9-H1 se colocé 150 pL de medio de cultivo + 50 pL del

indculo McFarland.

Muestras de extractos etandlicos: Fila A9-B9-C9: se afiadié 150 uL medio de cultivo
+ 50 plL extracto + 50 plL inéculo McFarland. En la fila A8-A1 /B8-B1/C8-C1 que
contenia 150 pL medio de cultivo + 50 L indculo McFarland, se realizé el proceso
de dilucion seriada tomando 50 pL del pocillo A9-B9-C9 y se diluyd en la misma

cantidad hasta A1-B1-C1 descartando los 50 pL restantes.

Control positivo (antibidtico) Fila D9-E9: se afiadié 150 uL medio de cultivo + 50 pL
antibidtico + 50 pL indculo McFarland, a partir de la fila D8-D1 /E8-E1 que contenia

150 pL medio de cultivo + 50 pL inéculo McFarland, se realizo el proceso de dilucién
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seriada tomando 50 pL del pocillo D9-E9 y se diluyd en la misma cantidad hasta D1-

E1 descartando los 50 pL restantes.

Control positivo (natural) Fila F9-G9: se afadié 150 uL medio de cultivo + 50 uL
solucién de timol + 50 pL inéculo McFarland, a partir de la fila F8-F1 /G8-G1 que
contenia 150 pL medio de cultivo + 50 pL indculo McFarland, se realizoé el proceso
de dilucion seriada tomando 50 pL del pocillo F9-G9 y se diluyd en la misma cantidad

hasta F1-G1 descartando los 50 pl restantes.

Los antibidticos comerciales utilizados para este ensayo fueron nitrofurantoina
para Staphylococcus saprophyticus, fosfomicina para Escherichia coli y fluconazol
para Candida albicans. Se pesd 2 mg de nitrofurantoina previamente pulverizada y
aford a 10 mL de etanol 96%; se pesd 2 mg de fosfomicina y aforé a 10 mL de agua
destilada estéril, finalmente se pesé 2 mg de fluconazol y aforé a 10 mL de agua
destilada estéril. El timol se utilizé como control natural, se preparé pesando 10 mg

y aforé a 10 mL con etanol 96%.

Para los extractos etandlicos de mortifio al 20 y 50% se preparé una dilucién 1:10

hasta llegar al aforo de 10mL con alcohol al 20 y al 50%, respectivamente.

Las microplacas de Escherichia coliy Staphylococcus saprophyticus se incubaron por
24 horas a 35 °C con agitacién, mientras que la microplaca de la levadura Candida

albicans se incub6 por 72 horas a 26 °C, sin agitacion.

Posterior al tiempo de incubacién, para determinar la presencia de actividad
bioldgica se utilizé cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) al 1% con agua fria estéril
en un balon dambar de 10 mL y se colocd 30 plL de esta solucién en cada uno de los
96 pocillos de la microplaca y se incubé a 37 °C por 40 minutos en un equipo Marca

Memmert Modelo. Después de este tiempo se midié la absorbancia a 450 nm.
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Figura 25. Disefio del contenido de cada uno de los pocillos de la microplaca para

determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC).

Elaborado por: Las Autoras (2022).

Andlisis de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)

Una vez que se colocd el colorante cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC), se
procedio leer las microplacas con los extractos etandlicos de Vaccinium floribundum
(mortifio) a concentraciones de 20% y 50%. Los resultados emitidos se interpretaran

en pug/mLy porcentaje de inhibicidn para determinar la actividad antimicrobiana a

diferentes concentraciones.

Adicional, es necesario determinar el porcentaje de inhibicién con las absorbancias

obtenidas véase (ecuacion 4):

Ecuacion 4
%Inhibicién = 100 — (A X100 /8)
A: Absorbancia de las tres réplicas

B: Absorbancia del control positivo (Rosales, 2018).
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TECNICA DE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Previo a la separacién de compuestos por Cromatografia de Capa Fina (TLC) con
placas silica gel HP TLC Factor 254, se realizd la concentracién de los extractos
etandlicos de mortifo al 20 y 50 %, para lo que se utilizé 30 mL de cada extractoy
se llevo a rotavapor Marca Buchi Serie R-100 a una temperatura de 35 °C, 175 mbar

de presién por un lapso de 2 horas.

Una vez concentrados los extractos de mortifio al 20 y 50%, se empled un sistema
de reflujo para acidificarlos con 10mL de HCL 2M durante una hora (Filip, Vlassa,
Copaciu, & Coman, 2012), aplicando la metodologia con ligeros cambios.
Finalmente, las muestras se filtraron y se trasvasaron a frascos ambar para su

posterior analisis cromatografico.

Tomar 30 mL del extracto y Acidificar el extracto Trasvasar a frascos ambar
concentrar en rotavapor a }c_iocrllc;r\l;rado con 10 mL ge y reservar para su
35 °C durante 30 minutos. <M en un sistema de posterior analisis.

reflujo pro una hora.

Figura 26. Diagrama del proceso de concentracion y acidificacion de los extractos

etandlicos de mortino.

Elaborado por: Las Autoras (2022).

Se prepard el estdndar de cloruro de cianidina 3-glucésido con 2mg de estandar

disuelto en 1ml de metanol grado HPLC.

Se acondicioné la cdmara cromatografica con la fase moévil: acetato de etilo, acido
férmico, acido acético, agua en proporcién (10:1.1:1.1:2.6) (Poole, 2015) por 30
minutos. Adaptar el método en el programa WinCATS del aplicador de TLC Marca

CAMAG Modelo Linomat 5. En una placa de vidrio silica gel HP TLC Factor 254 nm
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tamaifio 10x10 cm se dibujé una linea de 1 cm previo a sembrar en la placa, con
ayuda del aplicador TLC se sembrd 7 ulL del estdndar de cloruro de cianidina 3-
glucdsido y 10 plL de los extractos etandlicos del mortifio al 20 y 50%. Una vez que
se realizé la siembra, se colocé la placa en el interior de la cdmara cromatografica
saturada por aproximadamente una hora 15 minutos para la elucién y separacién
de los componentes. Se retird la placa y se secé completamente el disolvente con
una secadora en frio. Posteriormente se midio los factores de retencién (Rf), para
determinar los componentes que se encuentran en los extractos de Vaccinium
Floribundum (mortifio) se utilizé un visualizador UV Marca CAMAG Modelo UV

Lamp 4 con luz una longitud de onda de 365 y 254nm.

Acondicionar la  camara Sembrar a1 omdel borde Uevar a .n’qu

cromatografica con papel de la placa de vidrio HP sembrada a la cimara Posterior a la corrida,

filtro y la fase movil por 2 TLC de sifica gel 10 x 10 cromatografica para su evaporar el solvents y

hoiss. con los extractos elucon medir los RF.
concentrados Y o

estandar de cianidina.

Figura 27. Diagrama del proceso de separacion de compuestos por Cromatografia

de Capa Fina TLC.

Elaborado por: Las Autoras (2022).
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5.RESULTADOS Y DISCUSION

CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS

DE Vaccinium floribundum (mortiio).

Para la construccion de la curva de calibracién, se establecieron siete
concentraciones de acido galico y se midié la absorbancia a 765 nm de longitud de

onda por espectrofotometria, obsérvese la grafica en la figura 28.

Curva de calibracion acido galico

0,0500
0,0450 y =0,0263x + 0,0013
0,0400 R?=0,9975
0,0350
0,0300
0,0250
0,0200
0,0150
0,0100
0,0050
0,0000

Absorbancia 765nm

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8

Concentracion mg/mL

—@— Seriesl

Lineal (Series1)

Figura 28. Curva de calibracién con acido galico mg/mL.

Elaborado por: Las Autoras (2022).

La ecuaciodn de la recta obtenida en la curva de calibracion fue y = 0,0263x +
0,0013 y su coeficiente de correlacién corresponde a 0,9975, valor que se considera
aceptable y nos permitid calcular la concentracion de compuestos fendlicos

presentes en el extracto Vaccinium floribundum (mortifio) al 20 y al 50% de etanol.

A partir de la lectura de las absorbancias a 765 nm, de cada una de las repeticiones
de las muestras de los extractos etanélicos de Vaccinium floribundum (mortifio) a

la concentracion de 20% y 50% vy utilizando la férmula de la recta; se calcularon las
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concentraciones de compuestos fendlicos totales, representado en mg de acido
galico/100 mL extracto, obteniendo un valor de 537,2624 para el extracto etandlico
de Vaccinium floribundum (mortifio) al 20%, y 621,0393 para el extracto al 50%,

como se detalla en la Tabla 5.

TABLA 5. Fenoles totales del extracto de Vaccinium floribundum (mortifio) a la

concentracion de 20% y 50%.

FENOLES TOTALES
Extracto Absorbancias a mgGA/100 mgGA/mL Rangos
765nm mL extracto extracto
etandlico Promedio
Mortifio 20% 0,1426 537,2624 5,3726 A
Mortifio 50% 0,1646 621,0393 6,2104 B

Nota: Las letras diferentes en la columna de nombre “Rangos”, indican diferencia

significativa segun la prueba de Tukey con un p valor <0,05.

Elaborado por: Las Autoras (2022).

En base a las pruebas estadisticas paramétricas, se identificé que hay una diferencia
significativa entre el contenido de compuestos fendlicos del extracto etandlico de
Vaccinium floribundum (mortiifo) al 20% y el extracto etandlico al 50%, siendo el
valor de p < 0,0001, que indica que el extracto etandlico al 50% (B) posee mayor
contenido de compuestos fendlicos que el extracto etandlico al 20% (A). El
contenido de compuestos fendlicos tanto del extracto etandlico de Vaccinium
floribundum (mortifio) al 20 y al 50% de concentracién, son similares con el
resultado reportado por Aaby, Grimmer, & Holtung (2013) en su estudio con
arandano, que presenta 564 mg AG/100 g fruto seco de concentracion de fenoles
totales. También Grace, Esposito, Dunlap, & Lila (2015) analizaron varias especies
del género Vaccinium, entre ellas Vaccinium uliginosum (arandano negro), en el cual
se encontré 504,5 mg AG/100 g de fruto; mientras que Llivisaca y otros (2018)

reportaron un contenido de 146,10 mg AG/100 g fruto en muestras recolectadas en
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la Provincia de Pichinchay 107,37 mg AG/100 g fruto en muestras provenientes de
la Provincia de Chimborazo y mencionan que el contenido de polifenoles totales en
hojas de Vaccinium floribundum (mortifio) es significativamente mayor al contenido

de polifenoles totales presentes en el fruto.

CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE

Vaccinium floribundum (mortifio).

Luego de utilizar el método de pH diferencial en las muestras etandlicas de
Vaccinium floribundum (mortifio) aplicando la ecuacion 2 y 3, se pudo obtener

diferentes concentraciones de antocianinas en mg/L, se detallan en la Tabla 6:

TABLA 6. Cuantificacion de antocianinas totales en los extractos de Vaccinium

floribundum (mortifio) a la concentracion de 20% y 50%.

n Lecturas método pH diferencial
]
l—
ek
g 510nm | 700nm | 510nm | 700nm
e 8 :S T @
Q = O T
g2 pH1 pH4,5 Abs mg/L |mg/mL| 85 | &
£ Prom 2 | 8
o Q o
Q a w
ypw
;’g;”o 0,1447 | 0,0383 | 0,1447 | 0,0393 | 0,0697 | 11,6391 | 0,0116 | 0,9641 | A
0
I
;gt;”o 0,4203 | 0,0413 | 0,1630 | 0,0437 | 0,2613 | 43,6342 | 0,0436 | 1,8318 | B
0

Nota: Las concentraciones corresponden a resultados obtenidos de la ecuacion 3,
se expresan en mg/L. Las letras diferentes en la columna de nombre “Rangos”,
indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey con un p valor <0,05. Abs

Prom: Promedio de absorbancias.

Elaborado por: Las Autoras (2022).
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Cuantificacion de antocianinas

45,93
B

27 85

Total antocianinas mgfl

18,81

A
= .

20 50
Concentracién Etandlica

Figura 29. Comparacién entre los extractos del 20 y 50% con la cantidad total de

antocianinas totales.

Elaborado por: Las Autoras (2022).

En la Figura 29, se observa la cantidad de antocianinas totales en las muestras de

Vaccinium floribundum al 20 y 50% de etanol.

De los valores obtenidos con relacidon a la cuantificacion de antocianinas totales, la
concentracion con extracto etandlico al 20% fue de 11,6391 mg/L (ver la Tabla 6),
gue es considerada una cantidad similar a la reportada en Vaccinium myrtillus
(arandano) (Medina, 2016), mientras que estadisticamente fue el extracto etandlico
de 50% que presentd diferencia significativa < 0,05 y una concentracion de
43,63mg/L (Figura 29), este extracto presenté mayor cantidad de antocianinas
obtenidas en el mortifio, a la vez que brindé un buen rendimiento. Esto pudo
haberse dado, ya que los procesos de extraccion se relacionan con el estado de
madurez de la baya durante la cosecha y ésta puede cambiar de color por incidencia
de la temperatura, oxigeno y luz. Una temperatura alta aumenta el desdoblamiento
de acidos, mientras que la acidez estd relacionada con el pH que se encuentran en

el fruto de mortifio (Guerrero, 2019).
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

Escherichia coli ATCC 25922

A continuacidn, se exponen los resultados que presentaron los extractos etandlicos

de Vaccinium floribundum (mortifio) respecto a la concentracién minima inhibitoria

(MIC) y el porcentaje de inhibicion frente a la bacteria Escherichia coli.

TABLA 7. Actividad antimicrobiana del extracto etandlico de Vaccinium floribundum

(mortifio) al 20% contra Escherichia coli

.. Absorbancia ]
Concentracion Promedio ...
del Control de ) e . Desviacion
extracto L. absorbancias | % inhibicion ;
Crecimiento estandar
(ng/mL) a 450 nm
(Cc)
390,6* 1,601 1,542 3,664** 0,095
781,3 1,72 1,396 18,837 0,210
1562,5 1,908 1,366 28,424 2,111
3125,0 2,342 1,503 35,838 2,626
6250,0 2,491 1,424 42,848 0,825
12500,0 2,354 1,267 46,191 0,998
25000,0 2,232 1,071 52,031 2,878
50000,0 2,342 1,112 52,533 0,444
100000,0 2,235 1,033 55,280 0,280

Nota: Los asteriscos representan* Concentracién Minima Inhibitoria, ** Porcentaje

de inhibicion.

Elaborado por: Las Autoras (2022).
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Figura 30. Microplaca de Escherichia coli con extracto etandlico 20% con colorante
TTC 1% incubada en un lapso de 24 horas. BlanK: blanco, (Cg): control negativo, (Cc):

control positivo, A: extractos, B: Antibiético C: control natural.

Elaborado por: Las Autoras (2022).

% Inhibicion microbiana del extracto 20% de Vaccinium
floribundum - E.coli

70,00
60’00 ........................
50,00 ..

40,00
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Figura 31. Representa el comportamiento antimicrobiano del extracto alcohélico al

20% de Vaccinium floribundum versus Escherichia coli.

Elaborado por: Las Autoras (2022).
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Como se puede evidenciar en la Tabla 7 que corresponde a la actividad
antimicrobiana del extracto etandlico de Vaccinium floribundum (mortifio) al 20%
frente a la bacteria Escheriria coli, el dato que se obtuvo para la concentracién
minima inhibitoria es de 390,6 pug/mL y el porcentaje de inhibicién fue de 3,66%,
mientras que en la figura 31 podemos observar el comportamiento del extracto

etandlico al 20% frente al microorganismo Escherichia coli, afirmando que, a mayor

concentracion de extracto, sera mayor la inhibicidon del microorganismo.

TABLA 8. Actividad antimicrobiana del extracto etandlico de Vaccinium floribundum

(mortifio) al 50% contra Escherichia coli.

Absorbancia

Concentracion Promedio e ..
del Control de . ey ebs sx Desviacion
extracto .. absorbancias | % inhibicion ,
Crecimiento estandar
(ng/mL) a 450 nm
(Cc)
390,6* 2,010 1,773 11,774%** 0,975
781,3 1,955 1,621 17,067 3,869
1562,5 1,899 1,512 20,379 4,394
3125,0 1,873 1,452 22,477 0,848
6250,0 2,461 1,853 24,719 0,792
12500,0 2,132 1,577 26,032 0,308
25000,0 2,304 1,610 30,122 4,890
50000,0 2,056 1,380 32,896 3,195
100000,0 2,23 1,387 37,818 0,612

Nota: Los asteriscos representan® Concentraciéon Minima Inhibitoria, ** Porcentaje

de inhibicidn.

Elaborado por: Las Autoras (2022).
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Figura 32. Microplaca de Escherichia coli con extracto etandlico 50% con colorante
TTC 1% incubada en un lapso de 24 horas. BlanK: blanco, (Ce): control negativo, (Cc):

control positivo, A: extractos, B: Antibiético C: control natural.

Elaborado por: Las Autoras (2022).

% Inhibicion microbiana del extracto 50% de Vaccinium
floribundum- E.coli
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Figura 33. Representa el comportamiento antimicrobiano del extracto alcohélico al

50% de Vaccinium floribundum versus Escherichia coli.

Elaborado por: Las Autoras (2022).

Pagina 73 de 101



En la Tabla 8 se detalla el valor obtenido del extracto etandlico de Vaccinium
floribundum (mortifio) al 50% en la concentracidn minima inhibitoria (390,6 pug/mL)
y el porcentaje de inhibicién (11,77%) que posee sobre Escheriria coli. En la figura
33 podemos observar el comportamiento del extracto etandlico al 50% contra
Escherichia coli, evidenciando que, a mayor concentracién de extracto, serd mayor

la inhibicidn del microorganismo.

TABLA 9. Porcentaje de inhibicion y CMI de los extractos etandlicos de Vaccinium

floribundum (mortifio) y controles establecidos frente a Escherichia coli.

z Extracto 20% | Extracto 50% Timol Fosfomicina

3

S | = = = 26 |= ° ®
Sl &0l ®| &o R |& 0o R (82 |& o R g2
S| 32| 5| 3= 5 |3 = 5 |22 |3 < 5 |22
27| 7|7 > |27 > 2% |ET |2 E
©w - S -5
m

IS 390,63 | 3,66 | 390,63 | 11,77 3,91 10,95 0,60 3,13 23,45 1,40
o

Elaborado por: Las Autoras (2022).

Comparando los datos obtenidos para la concentracién minima inhibitoria y el
porcentaje de inhibicién de los extractos etandlicos de Vaccinium floribundum
(mortifio) al 20 y 50% frente a Escherichia coli, se evidencia que el extracto etandlico
de concentracién al 50% presenta mayor porcentaje de inhibicién respecto al
extracto de concentracién al 20% de etanol, mientras que el porcentaje de
inhibicién y la concentracién minima inhibitoria que presenta el control comercial
fosfomicina es superior a los demas agentes antimicrobianos ensayados, esto se

puede deber principalmente a es un antibidtico de amplio espectro.

En estudios similares, realizados con el extracto hidrometandlico de residuos de
Rubus glaucus Benth (mora), se menciona que para Escherichia coli, se presenta una
MIC de 4,0 mg/mL y un porcentaje de inhibicidon del 76%, esto debido a la gran
cantidad de la antocianina cianidina-3-rutinosido (2520 mg/kg) presente en la
muestra (Grande, Aranga, Flérez, & Araujo, 2020). Assadian, y otros (2011)

estudiaron la actividad microbiana del triclosan y la polihexanida contra Escherichia
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coli, obteniendo como resultados de la MIC 0,6 ug/mL para triclosan y 0,2 pug/mL
para polihexanida, confirmando que hay una baja susceptibilidad hacia estos
agentes antimicrobianos. Ahmed, Shariqg, Alsalloom, Babikir, & Alhomoud (2019),
en su estudio referente a los patrones de resistencia a los antimicrobianos, afirman
que Escherichia coli es altamente resistente a la ampicilina, mientras que la

consideran mayormente susceptible frente a la nitrofurantoina.

Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305

A continuacion, se muestran los resultados que presentaron los extractos etandlicos
de Vaccinium floribundum (mortifio) respecto a la concentracién minima inhibitoria
(MIC) y el porcentaje de inhibicion frente a la bacteria Staphylococcus

saprophyticus.

TABLA 10. Actividad antimicrobiana del extracto etandlico de Vaccinium

floribundum (mortifio) al 20% contra Staphylococcus saprophyticus

.. Absorbancia ]
Concentracion Promedio . e
del Control de ] e . Desviacion
extracto L. absorbancias | % inhibicion i
Crecimiento estandar
(ng/mL) a 450 nm
(Cc)
390,6* 1,229 0,142 88,419** 0,632
781,3 1,206 0,135 88,778 0,540
1562,5 1,579 0,170 89,234 0,570
3125,0 1,462 0,149 89,831 0,105
6250,0 1,628 0,164 89,947 0,094
12500,0 1,452 0,138 90,519 0,040
25000,0 1,644 0,143 91,322 0,035
50000,0 1,652 0,143 91,344 0,121
100000,0 1,326 0,112 91,554 0,075

Nota: Los asteriscos representan®* Concentracién Minima Inhibitoria, ** Porcentaje

de inhibicion.

Elaborado por: Las Autoras (2022).
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Figura 34. Microplaca de Staphylococcus saprophyticus con extracto etandlico 20%
con colorante TTC 1% incubada en un lapso de 24 horas. BlanK: blanco, (Cg): control

negativo, (Cc): control positivo, A: extractos, B: Antibidtico C: control natural.

Elaborado por: Las Autoras (2022).

% Inhibicion microbiana del extracto 20% de Vaccinium
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Figura 35. Representa el comportamiento antimicrobiano del extracto alcohélico al

20% de Vaccinium floribundum versus Staphylococcus saprophyticus.

Elaborado por: Las Autoras (2022).
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Como se puede evidenciar en la Tabla 10 que corresponde a la actividad
antimicrobiana del extracto etandlico de Vaccinium floribundum (mortifio) al 20%
frente a la bacteria Staphylococcus saprophyticus, el dato que se obtuvo para la
concentracion minima inhibitoria es de 390,6 ug/mL y el porcentaje de inhibicion
fue de 88,42 %, mientras que en la figura 35 podemos observar el comportamiento
del extracto etandlico al 20% frente al microorganismo Staphylococcus
saprophyticus, afirmando que, a mayor concentracion de extracto, sera mayor la

inhibicién del microorganismo.

TABLA 11. Actividad antimicrobiana del extracto etandlico de Vaccinium

floribundum (mortifio) al 50% contra Staphylococcus saprophyticus.

.. Absorbancia ]
Concentracion Promedio . e
del Control de ) e . Desviacion
extracto L. absorbancias | % inhibicion ,
Crecimiento estandar
(ng/mL) a450 nm
(Cc)
390,6* 1,206 0,143 88,439** 0,124
781,3 1,229 0,137 88,816 0,047
1562,5 1,579 0,153 88,913 0,473
3125,0 1,462 0,153 88,921 0,255
6250,0 1,628 0,123 88,969 0,316
12500,0 1,452 0,133 89,116 0,245
25000,0 1,644 0,145 89,220 0,559
50000,0 1,652 0,116 89,397 0,091
100000,0 1,326 0,117 89,432 0,318

Nota: Los asteriscos representan® Concentracién Minima Inhibitoria, ** Porcentaje

de inhibicién.

Elaborado por: Las Autoras (2022).
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Figura 36. Microplaca de Staphylococcus saprophyticus con extracto etandlico 50%
con colorante TTC 1% incubada en un lapso de 24 horas. BlanK: blanco, (Cg): control

negativo, (Cc): control positivo, A: extractos, B: Antibidtico C: control natural.

Elaborado por: Las Autoras (2022).

% Inhibicion microbiana del extracto 50% de Vaccinium
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Figura 37. Representa el comportamiento microbiano del extracto alcohélico al 50%

de Vaccinium floribundum versus Staphylococcus saprophyticus.

Elaborado por: Las Autoras (2022).
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Como se puede evidenciar en la Tabla 11 que corresponde a la actividad
antimicrobiana del extracto etandlico de Vaccinium floribundum (mortifio) al 50%
frente a la bacteria Staphylococcus saprophyticus, el dato que se obtuvo para la
concentracidon minima inhibitoria es de 390,6 ug/mL y el porcentaje de inhibicion
fue de 88, 44%, mientras que en la figura 37 podemos observar el comportamiento
del extracto etandlico al 50% frente al microorganismo Staphylococcus
saprophyticus, aseverando que, a mayor concentracién de extracto, serd mayor la

inhibicién del microorganismo.

TABLA 12. Porcentaje de inhibicion y CMI de los extractos etandlicos de Vaccinium

floribundum (mortifio) y controles establecidos frente a Staphylococcus

saprophyticus.

Extracto 20% Extracto 50% Timol Nitrofurantoina
= o = o & = 0 &
@ 0O ) ® o | X 0 X g2 |l o |8 o <
T < 5 =< | 5 < =1 S o |2 |35 S o
3 = > 3 = > = = 2o |3 == Q o
= : = 2o | L 3

-5 -5

390,63 | 88,42 | 390,63 | 88,44 |3,91 |8742 0,79 | 0,78 | 87,73 | 0,50

snaiAydouadns s | wsiueSioonIN

Elaborado por: Las Autoras (2022).

Comparando los datos obtenidos para la concentracién minima inhibitoria y el
porcentaje de inhibicion de los extractos etandlicos de Vaccinium floribundum
(mortifio) al 20 y 50% frente a Staphylococcus saprophyticus, se evidencia que el
extracto etandlico de concentracion al 50% presenta mayor porcentaje de
inhibicion respecto al extracto de concentracion al 20% de etanol. En el caso del
valor del porcentaje de inhibicién y la concentracién minima inhibitoria que
presenta el antibiético comercial nitrofurantoina fue 87,7 % y una MIC de

0,78ug/mL, la cantidad obtenida fue superior al agente natural ensayado, la causa
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se debid a que los uropatdgenos en gran cantidad, son susceptibles a este farmaco
porgque sus enzimas nitroreductasas poseen intermediarios electrofilicos reactivos
en gran medida que atacan de forma no especifica a las proteinas en el ribosoma
bacteriano provocando inhibicion completa y permitiendo obtener porcentajes de
inhibicién altos (Komp, Klockars, Malmberg, & Cars, 2014). También es necesario
mencionar que la MIC alcanzada experimentalmente se acerca a los valores tedricos
en estudios con nitrofurantoina que reportan < 16 pug/mL dentro del rango de

sensibilidad (IDEX, 2022).

El mejor resultado frente a Staphylococcus saprophyticus obtuvo el extracto
etandlico de Vaccinium floribundum (mortifio) al 50% con una MIC de 390,63 pg/mL
a un porcentaje de inhibicién de 88,44%, resultados similares se observaron en el
estudio de Varela & Musufia (2020), que trabajaron con granulados de Vaccinium
floribundum (mortifo) de 150 mg, 200 mgy 250 mg, para el mismo microorganismo
sus porcentajes de inhibicién fueron: 50,48%; 91,17% y 86,56% respectivamente,

datos que corroboran el porcentaje de inhibicion del ensayo.

Candida albicans ATCC 10331

A continuacidn, se exponen los resultados que presentaron los extractos etandlicos
de Vaccinium floribundum (mortifio) respecto a la concentracién minima inhibitoria

(MIC) y el porcentaje de inhibicion frente a la levadura Candida albicans.

TABLA 13. Actividad antimicrobiana del extracto etandlico de Vaccinium

floribundum (mortifio) al 20% contra Candida albicans

.. Absorbancia ] Desviacion
Concentracion Promedio ,
del Control de . e g ebs sx estandar
extracto .. absorbancias | % inhibicion
(ug/mL) Crecimiento 2 450 nm
(Cc)
390,6* 1,413 1,390 1,628** 2,515
781,3 1,32 1,289 2,374 0,875
1562,5 1,229 1,160 5,587 0,124
3125,0 1,467 1,362 7,135 3,823
6250,0 1,434 1,301 9,298 3,674
12500,0 1,473 1,291 12,333 3,669
25000,0 1,537 1,309 14,856 1,228
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50000,0 1,505 1,235 17,918 2,995
100000,0 1,306 1,055 19,193 1,650

Nota: Los asteriscos representan®* Concentracién Minima Inhibitoria, ** Porcentaje

de inhibicion.

Elaborado por: Las Autoras (2022).
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Figura 38. Microplaca de Candida albicans con extracto etandlico 20% con colorante
TTC 1% incubada en un lapso de 24 horas. BlanK: blanco, (Cg): control negativo, (Cc):

control positivo, A: extractos, B: Antimicético, C: control natural.

Elaborado por: Las Autoras (2022).
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Figura 39. Representa el comportamiento microbiano del extracto alcohélico al 20%

de Vaccinium floribundum versus Candida albicans.

Elaborado por: Las Autoras (2022).

En la Tabla 13 se detalla el valor obtenido para la concentracidon minima inhibitoria
y el porcentaje de inhibicion del extracto etandlico de Vaccinium floribundum
(mortifio) al 20% que posee sobre Candida albicans, siendo 390,6 pug/mLy 1,63%,
de inhibicién. En la figura 39 podemos observar el comportamiento del extracto
etandlico al 20% contra Candida albicans, infiriendo que, a mayor concentracion de

extracto, sera mayor la inhibicién del microorganismo.

TABLA 14. Actividad antimicrobiana del extracto etandlico de Vaccinium

floribundum (mortifio) al 50% contra Candida albicans.

.. Absorbancia ]
Concentracion Promedio ..,
del Control de . e s Desviacion
extracto .. absorbancias | % inhibicion ,
Crecimiento estandar
(ng/mL) a 450 nm
(Cc)
390,6 1,963 1,236 37,052** 0,206
781,3 1,752 1,042 40,525 3,908
1562,5 1,873 1,152 38,494 2,919
3125,0 1,817 0,938 48,376 4,609
6250,0 1,575 0,798 49,312 3,977
12500,0 1,784 0,860 51,775 1,296
25000,0 1,873 0,846 54,832 6,292
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50000,0 1,913 0,881 53,947 4,393
100000,0 1,725 0,802 53,488 3,813

Nota: Los asteriscos representan* Concentracién Minima Inhibitoria, ** Porcentaje

de inhibicion.

Elaborado por: Las Autoras (2022).
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Figura 40. Microplaca de Candida albicans con extracto etandlico 50% con colorante
TTC 1% incubada en un lapso de 24 horas. BlanK: blanco, (Ce): control negativo, (Cc):

control positivo, A: extractos, B: Antimicético, C: control natural.

Elaborado por: Las Autoras (2022).
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Figura 41. Representa el comportamiento microbiano del extracto alcohélico al 50%

de Vaccinium floribundum versus Candida albicans.

Elaborado por: Las Autoras (2022).

Como se puede evidenciar en la Tabla 14 que corresponde a la actividad
antimicrobiana del extracto etandlico de Vaccinium floribundum (mortifio) al 50%
frente a Candida albicans, el dato que se obtuvo para la concentracion minima
inhibitoria es de 390,6 pg/mL Yy el porcentaje de inhibicion fue de 37,05%, mientras
gue en la figura 41 podemos observar el comportamiento del extracto etandlico al
50% contra Candida albicans, confirmando que, a mayor concentracion de extracto,

serd mayor la inhibicion del microorganismo.

Pagina 84 de 101



TABLA 15. Porcentaje de inhibicion y CMI de los extractos etandlicos de Vaccinium

floribundum (mortifio) y controles establecidos frente a Candida albicans.

= Extracto 20% | Extracto 50% Timol Fluconazol

=

§ o o
= = = = ® 0o = ® @
Bl &g |2 | &g | ¥ |&Eg| ¥ |BiEo| ¥ |E&
3. | 3|3 I£| 3 || 3 328 E=|3 |38
N ~ z - |E 7 2o E = o o
g -5 -5
0

Q

§_ 390,63 | 1,63 390,63 | 37,05 3,91 21,85 2,24 | 0,78 | 23,59 4,43
S

Q

a

Elaborado por: Las Autoras (2022).

Comparando los datos obtenidos para la concentracion minima inhibitoria y el
porcentaje de inhibicién de los extractos etandlicos de Vaccinium floribundum
(mortifio) al 20 y 50% frente a Candida albicans, se evidencia que el extracto
etandlico de concentraciéon al 50% presenta mayor porcentaje de inhibicidn
respecto al extracto de concentracion al 20% de etanol , mientras que el porcentaje
de inhibicién que presenta el control comercial fluconazol es superior a los demas
agentes antimicrobianos ensayados; la concentracion minima inhibitoria a la que
fluconazol acttia sobre Candida albicans, es a 0,78 pug/mL, es decir que es altamente

sensible a este antimicatico.

Wen, y otros (2011), en su estudio con extractos etandlicos de cuatro plantas
utilizadas en la medicina tradicional peruana frente a la actividad patégena de
hongos en el ser humano, principalmente de Candida albicans, se reportan
resultados para la MIC entre 16 y 128 pg/mL, atribuyendo la actividad antimicética
al compuesto 3'-formil-2',4',6'- trihidroxidihidrochalcona presente en el extracto
etandlico 96° de Psidium acutangulum, considerandolo efectivo para el control de
crecimiento de este microorganismo. En la investigacion realizada por Clancy, Yu,
Morris, Snydman, & Nguyen (2005), para la determinacidon de la concentracion
minima a la que el fluconazol inhibe el crecimiento de Candida albicans, se

determind que el tiempo de aplicacién del antimicético juega un papel inicial,
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obteniendo 0,25 pg/mL de concentracion de fluconazol a las 24 horas y 0,5 pg/mL
a las 48 horas. Con base en los estudios antes mencionados, se puede corroborar

gue el antimicético utilizado y los extractos etandlicos de Vaccinium floribundum

(mortifio), presentan fuerte actividad antimicética contra Candida albicans.

Resumen del Porcentaje de inhibicién que presenta cada uno de los extractos
etandlicos de Vaccinium floribundum (mortifio) al 20 y 50% frente a diferentes

microorganismos tal como se observa en la figura 42.

Concentracion Minima Inhibitoria de Extractos

(MIC)
90

pd 80
O 70
@) 60
Pl 50
T 40
= 30
- 20
o
B 18 a . -

E20 E50 E20 E50 E20 C. E50 C.

E.coli E.coli = S.Sapro S.Sapro albican @ albican

phyticu = phyticu s s
s s

B % Inhibicién (MIC) 3,66 11,77 88,42 88,44 1,63 37,05

Figura 42. Porcentaje de Inhibicion de Escherichia coli, Staphylococcus
saprophyticus, Candida albicans por extractos etandlicos Vaccinium floribundum a

concentraciones de 20 y 50%.

Elaborado por: Las Autoras (2022).

Los extractos de Vaccinium floribundum (mortifio) ensayados presentan mayor
inhibicidn para la bacteria gram positiva Staphylococuccus saprophyticus, es decir,
gue esta bacteria presenta mayor sensibilidad, como se puede evidenciar en grafica
de barras en figura 42; esto puede deberse a que la formacidén de su membrana
citoplasmatica, permite que los agentes antimicrobianos ingresen y destruyan la
membrana celular, provocando la salida del citoplasma, por el contrario, la baja

susceptibilidad que presenta Escherichia coli frente a los extractos etandlicos de
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mortifio, se debe a que posee una membrana externa gruesa formada por
lipopolisacaridos, cuya funcion es servir como barrera hidrofébica, impidiendo el
paso de sustancias antibacterianas y, ademads, posee enzimas en el espacio
periplasmatico que modifica las sustancias que han ingresado desde el exterior
(Grande, Aranga, Florez, & Araujo, 2020). También se puede inferir que el extracto
de concentracidn al 50% tiene mayor efectividad para inhibir el crecimiento de los
microorganismos inoculados en estos ensayos, debido a que la polaridad del etanol
utilizado para la obtencidon de los extractos fluidos, permiten el arrastre de los
compuestos bioactivos que presentan la propiedad antimicrobiana (Soto & Rosales,

2016).

El timol, componente principal de Thymus vulgaris considerado uno de los
antibidticos naturales mas representativos, presenté una MIC de 3,91 pug/mL frente
a Escherichia coli, Staphylococcus saprophyticus y Candida albicans, mientras que el
porcentaje de inhibicién que se obtuvo para Escherichia coli fue de 10,95%; para
Staphylococcus sparophyticus fue de 87,42% y para Candida albicans fue de 21,85%,
como se detalla en la Tabla 9, 12 y 15; concluyendo que el timol posee accidn
antimicrobiana natural. Esto se debe principalmente a procesos sinérgicos entre
componentes quimicos que producen inhibicion microbiana alrededor de 50 mg/L,
250 mg/L y 1000 mg/L. En el caso de la sinergia entre el carvacrol y el timol contra
Escherichia coli, ocasiona la desintegracion de la membrana externa del
microorganismo, a concentraciones cercanas a las minimas inhibitorias, lo que
representa un efecto positivo en la disminucion de la propagaciéon bacteriana
(Garcia & Palou, 2008). Los resultados de porcentaje de inhibicién obtenidos en esta
investigacion, corroboran también que este componente natural posee actividad

antimicrobiana.
SEPARACION DE COMPUESTOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA (TLC)

Para determinar la separaciéon y presencia de los compuestos quimicos en el
extracto de Vaccinium floribundum (mortifio) se siguid la metodologia descrita en

la Figura 26 y 27. Las placas cromatograficas obtenidas fueron las siguientes:
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Figura 43. Placa HPTLC factor 254nm 10x10cm con componentes separados de los
extractos etandlicos al 20% (EXT 20) y 50% (EXT 50) de Vaccinium floribundum

(mortifio) respectivamente. Longitud de onda de lectura de placa: 254nm.

Elaborado por: Las Autoras (2022).
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Figura 44. Placa HPTLC factor 254nm 10x10cm con componentes separados de los
extractos etandlicos al 20% (EXT 20) y 50% (EXT 50) de Vaccinium floribundum

(mortifio) respectivamente. Longitud de onda de lectura de placa: 365nm.
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Elaborado por: Las Autoras (2022).

Una vez culminado el proceso se determina los factores de retencién relacionando
la distancia recorrida por el compuesto y distancia recorrida por el disolvente

(Figura 15). Los resultados se reportan en la Tabla 16 y 17:

TABLA 16. Identificacion de antocianinas y antocianidinas presentes en los extractos
etandlicos al 20% y 50% en Vaccinium floribundum (mortino) a longitud maxima de

254 nm (véase Figura 43).

Fraccion Compuesto Amsx nm | Rf (Factor de retencidn)
A Cianididina 3-O-glucésido 254 0,42
B Malvidina 254 0,62
C Cianidina 254 0,86

Elaborado por: Las Autoras (2022).

TABLA 17. Identificacidn de antocianinas y antocianidinas presentes en los extractos
etandlicos al 20% y 50% en Vaccinium floribundum (mortifio) a longitud maxima de

365 nm (véase Figura 44).

Fraccién Compuesto Amax nm | Rf (Factor de retencion)
A Cianidina 3- galactdsido 365 0,39
B Cianidina 3- arabindsido 365 0,51
C Malvidina 365 0,67
D Cianidina 365 0,86

Elaborado por: Las Autoras (2022).

Al respecto de los resultados obtenidos, los factores de retencidn pueden variar por
las diferentes longitudes de onda maxima a las cuales se identifican los compuestos,
en el caso de las antocianinas y antocianidinas: Cianidina 3- galactésido, cianidina

3- arabindsido y malvidina de la Tabla 17, éstos tienen valores similares a los
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estudios en género Vaccinium (arandanos) con extractos metandlicos y compuestos

hidrolizados descrito por Filip, Vlassa, Copaciu, & Coman (2012).

Acorde a los resultados de la Tabla 17 los compuestos fueron identificados como:
cianidina 3- galactésido, cianidina 3- arabindsido, malvidina y cianidina en la especie

Vaccinium floribundum (mortiio), tal como corrobora Taco (2017).

Mientras que el estandar cianididina 3-O-glucésido disuelto en metanol 2mg/1mL
presentd un factor de retencién de 0,42, valores similares reportd (Narvaez, 2016)

en la especie Vaccinium floribundum (mortifio).

Otros principios bioactivos interesantes no detectados en la placa HPTLC fueron
delfinidina y pelargonidina, que se encuentra a longitudes de onda entre 520 - 546
nm, y de 10 a 15 nm de las longitudes de onda descritas se pueden distinguir sus
respectivos monoglucésidos. Como factores adicionales que pueden alterar la
identificacion de las antocianinas son la naturaleza del solvente y pH, entonces la
acidificacidon de los extractos con HCl es importante ya que se dard un cambio
sistematico dirigido a obtener longitudes de ondas mas altas en comparacién a
extractos acuosos (Filip, Vlassa, Copaciu, & Coman, 2012), cabe recalcar que la
solubilidad de las antocianinas inmersas en alcohol aumenta cuando se afiade acido

clorhidrico estables (Eng, Azlan, Teng, & Meng, 2017).
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6.CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Vaccinium floribundum (mortifio) al 50% en un volumen de
100mL, presentd mejores resultados respecto a la cuantificacion de fenoles totales
por el método de Folin-Ciocalteu de 621,04 mg AG/mL y la determinacién de

antocianinas por el método de pH diferencial se obtuvo 43,63mg/L.

Ambos extractos etandlicos de Vaccinium floribundum (mortifio) presentaron
mayor concentracion minima inhibitoria (MIC) y mayor porcentaje de inhibicién
frente a la bacteria Staphylococcus saprophyticus, consiguiendo una MIC de 390,63
ug/mL, y en relacién al porcentaje de inhibicidn, para el extracto al 20 % se obtuvo
88,42% de inhibicidn, mientras que para el extracto al 50 % se alcanzé un 88,44%
de inhibicién, resultados que fueron superiores en comparaciéon a los logrados

frente a Escherichia coli y Candida albicans.

Se separd e identific6 compuestos bioactivos antocidnicos en el extracto etandlico
al 20% y 50% en la especie Vaccinium floribundum (mortifio) los cuales fueron:
cianidina 3- arabinésido Rf 0,51, cianidina 3- galactdsido Rf 0,39, malvidina Rf 0,67
y cianidina Rf 0,86.

En el presente estudio se validé que los extractos etandlicos de Vaccinium
floribundum (mortifio) al 20 y 50%, si presentan actividad antimicrobiana con miras

a la prevencién de enfermedades de las vias urinarias.

Se recomienda continuar con los estudios, utilizando técnicas analiticas, efectivas,
sensibles y reproducibles como Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC), con
cada uno de los componentes quimicos separados e identificados en la presente

investigacion.
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