UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA

SEDE QUITO

CARRERA: BIOTECNOLOGIA DE LOS RECURSOS NATURALES

Tesis previa a la obtencion del titulo de: INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA
DE LOS RECURSOS NATURALES

TEMA:

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIMICROBIANA DEL
ACEITE ESENCIAL DE LAS HOJAS DE Piper pubinervulum C. DC
PROVENIENTE DE MACAS, ECUADOR.

AUTORES:

JUAN CAMILO ABAD DAVILA

DIANA PATRICIA CABEZAS VELASCO

DIRECTOR:

PACO NORIEGA

Quito, enero del 2014



DECLARATORIA DE RESPONSABILIDAD Y AUTORIZACION DE USO
DEL TRABAJO DE TITULACION

Nosotros Juan Abad y Diana Cabezas autorizamos a la Universidad Politécnica
Salesiana la publicacion total o parcial de este trabajo de grado y su reproduccion sin

fines de lucro.

Ademas declaramos que los conceptos desarrollados, analisis realizados y las
conclusiones del presente trabajo, son de exclusiva responsabilidad de Juan Abad y

Diana Cabezas.

Quito, enero del 2014.

Juan Camilo Abad Davila Diana Patricia Cabezas Velasco

Cl:171662198-0 Cl:172193423-8



DEDICATORIA
A dios, por darme la oportunidad de gozar una vida llena de salud y felicidad.

A mis padres, Gina y German, por su apoyo incondicional, por ensefiarme a luchar hasta

alcanzar mis suefios y sobre todo por el amor que me han brindado.

A mis hermanos, por sus sabios consejos en los momentos més dificiles y creer siempre

en mi.

A mi sobrina que ha llenado de alegrias nuestro hogar y que con sus locuras siempre nos

hace sonreir.

A Diany, por estar conmigo siempre, por creer en mi y por brindarme su apoyo

incondicional.

Juan Camilo Abad Davila

A Dios quien nos dio la vida y la ha llenado de bendiciones en todo este tiempo.
A mis dos angelitos que desde el cielo me envian luz protectora que guia mi camino.

A mis padres quienes son el pilar mas importante de mi vida demostrandome siempre

su amor y apoyo incondicional. Son mi ejemplo a seguir.

A mi hermano y hermana quienes han sido mis amigos fieles en los que siempre he
podido confiar

Y Angie porgue con su sonrisa me recuerda que todos tenemos nuestro nifio interior.

Diana Patricia Cabezas Velasco



AGRADECIMIENTO

A la Universidad Politécnica Salesiana que en el transcurso de nuestra carrera nos ha

dado la oportunidad de estudiar y ser excelentes profesionales.

A nuestro director de tesis, Paco Noriega por ofrecernos su valioso tiempo, su apoyo
incondicional, todos sus conocimientos, consejos y opiniones compartidos ayudando

a la culminacion de este trabajo.

A nuestro lector Wilson Tapia por sus ilustraciones y ayuda desinteresada que

enriquecieron nuestros conocimientos en este trabajo.
Al CIVABI por facilitarnos los laboratorios y equipos.

A los profesores Maria Belén Aldas, Patricio Yéanez, Diana Calero, Tatiana
Mosquera y Maria Elena Maldonado por haber aportado con un granito de arena a

nuestra formacion, durante el desarrollo de la tesis y toda la carrera universitaria.



INDICE

INTRODUGCCION ... oo ettt e e s e e e e e er e e e e e e e e er e e e er e e aeans

CAPTTULDO Lo e e et e e e e e et e e s e e e e et e s e e e e s e e ae e

ANTECEDENTES.. ..o

O I (01 ) [o7= 1o] [0 o FH R TR UOURRRRRRRRR

O o 11010 (=T 1SS

R B O 0] 13 1 Yo 1 SO PRSPPSO

LA, NAETADIES ..o nessssnsnsnessnsnnnnnnnnnnnnns

LD, INQICAUOIES ... snnn s s snnnnssnsnnnnnnnnnnnnns

1.6, PODIACION Y MUEBSLIA. ......civiiiiiiiiiieiee st

CAPTTULO oo e et e e e e et e e et e e s e s e e er e s e e eaees e e ee e

MARCO TEORICO ..o e et e e e e es e

2.1.  “Uunt tunchi tunchi”, Piper pubinervulum C. DC.........c.ccccovvevviieiierr e

2. 1.1, GENEIAIAAUES ... ettt a e

2.1.2.  Distribucion geografiCa..........ccceeieiiiiiiie i

A 0 T I 1= YT ] o [ SRR

A S U LY o TR

2.1.5.  Aceite esencial de Piper pubinervulum ...

2.1.5.1.  Caracteristicas del aceite esencial de Piper pubinervulum..............c.........



2.2, ACtIVIAAD ANTIOXIAANTE ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaens 9

2.2.1. Actividad antioxidante de los aceites eSenciales ........ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn, 10
2.2.2.  Metodos para medir la capacidad antioXidante .............ccocoeevvvrennineninnn. 10
2.2.2.1.  Ensayo 2,2-difenil-1-picrilhidrazil radical (DPPH ®) ........ccovvviiinnnnn. 10

2.2.2.2. Ensayo 2,2'-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTSe+).

...................................................................................... 12
2.2.2.3.  La fotoquimioluminiscencia (PCL) ........ccocviiiiiieneiceeeeee e 13
2.2.3.  Localizacion de compuestos activos antioxXidantes ...........c.ccoeevverevrennnne. 15
2.2.3.1.  MELOdO TLC — DPPH ...ooiiiiiiie e 15
2.3, Actividad antimiCroDIANG ...........ccurirreiiiirieeiseree s 15
2.3.1.  Microorganismos de eStUAIO........cc.ccveiieiieieieece e 15
2.3.2.  Bacterias gram POSITIVAS.........cccueruiiieiieieiie e 16
2.3.2.1.  StaphylOCOCCUS AQUIBUS.........ecvieirieiieeitie sttt re et eaa e 16
2.3.2.2.  StreptOCOCCUS MULBNS .....coveiiiiieiieeieeeriee sttt ee sttt 18
2.3.3.  Gram NEOALIVAS .......oiviieiriiiiieiieieiete ettt 20
2.3.3.1.  ESCReriChia COl ...oiiiiiiiiieie e 20
2.3.3.2.  Pseudomona @erUgiNOSa.........ccueuereerieeeeseesieaseseesseeseesseessssseesseessesseens 21
2.3 4. HONQOS. .. oottt bbb a e 23
2341,  Candida albDiCanS ..........ccooiiiiiiiiiiiiee s 23

2.3.4.2. Candida tropiCaliS .........ccceiieiiiiieiieeseee e 24



2.3.5. Metodologia para evaluar la actividad antimicrobiana ...............cccccoceuenee. 25

2.35.1. Determinacion de la sensibilidad de una bacteria a agentes

ANEIMICTODIANOS ...ttt et 25
2.3.5.2.  Difusion en agar CON diSCOS........coveiieiieeieiiesieereseesieeeeseesre e sreesreannens 26
2.3.5.3.  Técnicas de recuento MiCrobian0 ...........cccorererrineneisesce e 26
2.3.6.  Localizacion de 10S COMPUESLOS ACLIVOS.......cverververierierieiieieienie e sie e 27
2.3.6.1.  BI0AULOGIafia ....cocoviviieeieiiee e 27
2.3.6.2.  Sales de Tetrazolio.........cccoviiiiiiiiiiicee e 27
CAPTTULO Tttt 29
MARCO METODOLOGICO .......oveeeieieeeeieieeseeeetesieses s s isses s sssesseneesnssnees 29

3.1. Determinacion de la actividad antioxidante del aceite esencial de Piper

pubinervulum mediante el método 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH).................... 29
3.1.1.  Preparacion del reactivo DPPH ...........cccccoiiiiiiiiicc e 31
3.1.2.  Preparacion de las soluciones de aceite de Piper pubinervulum................. 31
PIper PUDINEIVUIUM.........oiii e 31
3.1.3.  Lectura de 1aS SOIUCIONES. ........cc.coiiiiiiiiiiiiecee e 32

3.2. Determinacion de la actividad antioxidante del aceite esencial de Piper
pubinervulum mediante el método 2,2'azinobis-(3-etilbenzotiazolin  6-acido
SUITONICO) (ABTS). . ittt et st e te e e sneennas 32

3.2.1. Preparacion de la solucién madre de ABTS.......ccccceiievveie v 34

3.2.2.  Preparacion de la solucion de KzS;Og....c.vecveeiieeieiieiecesie e 34



3.2.3.  Preparacion del ABTS radicalizado ...........ccccoovevveiieieciicic e 34

3.2.4.  Preparacion de 1as SOIUCIONES..........cc.eiieiiiiiiiicce e 34
3.2.5.  Preparacion del ABTS para las lecturas espectrofotométricas. ................... 35
3.2.6.  Lectura del DIANCO ........ooveiiiiiciee s 35
3.2.7.  Lectura de 1S SOIUCIONES.........ccueiueeieiieieie s 35

3.3. Determinacién de la actividad antioxidante del aceite esencial de Piper
pubinervulum mediante el método de fotoquimioluminiscencia (PCL) .................... 36

3.3.1.  Preparacion de la muestra por el método lipofilico (ACL) .......ccccccvrervnne 36

3.4. ldentificacion de los compuestos con actividad antioxidante del aceite esencial

de Piper pubinervulum mediante el método TLC-DPPH ..........cccccooeveieieveieinenns 36
3.4.1.  Preparacion de aceite para iNYECLAr ..........coceviririerieriene e, 38
3.4.2.  Elaboracion de 1a fase MOVl ..o 38
3.4.3.  Preparacion de 1a placa TLC .......ccovoieiieii e 38
3.4.4. Revelado de 1a placa.........cccccoeiieiiiiiiieciee s 38
3.4.5.  Revelado Con DPPH. ... 38

3.5. Evaluacion la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Piper
pubinervulum en 2 bacterias gram positivas (Staphylococcus aureus, Streptococcus
mutans), 2 bacterias gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) Yy
en 2 levaduras (Candida albicans y Candida tropicalis) por medio de difusion en
011 oo P 39

3.5.1. Revitalizacion de las cepas KWIK-Stik ™ ..o 40

Figura 15. Proceso de revitalizacion de las cepas KWIK-Stik ™ ......ccoovirinnne. 41



3.5.2.  AIMAaCeNaAMIBNTO....coo e 41

3.5.3.  Elaboracidn de las soluciones de aceite esencial............cccoevveriererereinnnnns 43
3.5.4.  Elaboracion del inGculo microbiano............ccccveveierereie e, 43
3.5.5.  Inoculacion en 1as Placas..........cooeeirerieineiee e 44
3.5.6.  Medicion de hal0s...........ccvcieieiiieicee e 46

3.6. Identificacion de los compuestos con actividad antibacteriana del aceite
esencial de Piper pubinervulum en Staphylococcus aureus y Escherichia coli

mediante la técnica de bioautografia en cromatografia de capa fina (TLC). ............. 47
3.6.1.  Preparacion de aceite para INYECIAr ..........ccoerrirereiineieneese e 48
3.6.2.  Elaboracion de la fase MOVl ...........ccoooiiiiiiiiiieee e 48
3.6.3.  Preparacion de la placa TLC ... 49
3.6.4. Revelado de [a placa..........cooeiiiiiiiie 49
3.6.6.  DIlUCION BN AQAT. ...cviivieiieie ettt e e nreas 49
3.6.7. Elaboracion de la placa TLC-AQar.......ccccccviieeieiieie et se e 49
CAPITULO IV ittt 51
RESULTADOS Y DISCUSION........coiveieeiesieeeseieeeteetesseeessesiesessensssssenessenesnees 51

4.1. Estudio de la actividad antioxidante del aceite esencial de las hojas de Piper
PUDINENVUIUM C. DC ...ttt sreenreanne s 51

4.1.1. Actividad antioxidante del aceite esencial de las hojas de Piper
pubinervulum C. DC por el método DPPH...........cccccveieiii e, 51

4.1.2. Actividad antioxidante del aceite esencial de las hojas de Piper
pubinervulum C. DC por el método ABTS.........coieiieiecie e 55



4.1.3. Valoracion de la actividad antioxidante del aceite esencial de Piper

pubinervulum mediante el método de fotoquimioluminiscencia (PCL). ..........c....... 59

4.1.4. ldentificacion de los compuesto con actividad antioxidante del aceite

esencial de Piper pubinervulum mediante el método TLC-DPPH .........c.ccccceevenrnen. 60

4.2. Estudio de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de las hojas de Piper
PUBINEIVUIUM C. DC ...ttt san e nreenneanee s 65

4.2.1. Actividad antibacteriana por el método de difusion con discos en agar ..... 65

4.2.1.1. Andlisis de varianza de dos vias del aceite esencial de Piper

pubinervulum C. DC DACIEIIAS .......veiveeieiieieerie e see e este s e et sae e sreenneeneens 69
4.2.1.2.  Concentracion minima inhibitoria...........ccooviiviinene e, 72
4.2.2.  Actividad antimicética por el método de difusion con discos en agar ........ 73

4.2.2.1. Andlisis de varianza de dos vias del aceite esencial de Piper
PUDINENVUIUM C. DC ...ttt sreenneanee s 76

4.222. Concentracion minima inhibItoria .........ooeeeeeeeeee e 78

4.2.3. ldentificacion de los compuesto con actividad antibacteriana del aceite

esencial de Piper pubinervulUM. ..........cooivoiiiie i 79

4.2.3.1.  Bioautografia (TLC) de Escherichia coli ATCC* 8739™ . ...........c.cccuene 79

4.2.3.2.  Bioautografia (TLC) de Staphylococcus aureus subsp. Aureus ATCC*
6538P™* 81

CONCLUSIONES ... 84
RECOMENDACIONES ...t 85
LISTADE REFERENCIAS .......ooi e 86

ANEXOS ... 93



INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Certificado de analisis de Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC*

R 1T RSSO PP 93
Anexo 2. Certificado de andlisis de Streptococcus mutans ATCC® 25175™.,......... 94
Anexo 3. Certificado de andlisis de Escherichia coli ATCC* 8739™ _..........c.c...... 95

Anexo 4. Certificado de analisis de Pseudomonas aeruginosa ATCC* 9027™,, ..., 96

Anexo 5. Certificado de analisis de Candida albicans ATCC® 10231™* ... 97

Anexo 6. Certificado de andlisis de Candida tropicalis ATCC® 13803™*_......... 98

Anexo 7. Pasos para preparar las placas de TLC en el equipo CAMAG Linomat 5

utilizando el sSoftware WINCATS. ..o 99
Anexo 8. Documentacion de la identificacion botanica de Piper pubinervulum.... 102

Anexo 9. Documentacion del proceso de destilacion de Piper pubinervulum ........ 103



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Variables, indicadores y unidades...........ccccevveiiieiiie e 4

Tabla 2. ClasifiCacion taXONOMICE . ........eeee ettt e e e 6

Tabla 3. Compuestos quimicos del aceite esencial de las hojas de Piper

PUBINEIVUIUML ...ttt rre e s e et e e nre et s 8
Tabla 4. Clasificacion taxondmica de StaphylOCOCCUS QUIEUS ..........ccevververierierirnens 16
Tabla 5. Infecciones producidas POr S. QUIEUS ........ccceeveeeereerenieseesieeiesreesieeeeseens 17

Tabla 6. Descripcion de Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC* 6538P™* 17

Tabla 7. Clasificacion taxonomica de StreptoCoCCUS MULANS .........cccevverieerieieerinenn. 18
Tabla 8. Descripcion de Streptococcus mutans ATCC® 25175™ .....covvvvevveineennn. 19
Tabla 9. Clasificacion taxonomica de Escherichia coli..........ccoccovvvviiiiiiiniiiiiinins 20
Tabla 10. Descripcidn de Escherichia coli ATCC* 8739™ . .....cccccvvevvevieciesieennn, 20
Tabla 11. Clasificacidn taxondmica de Pseudomonas aeruginosa.............ccccceeveuee. 21
Tabla 12. Especificaciones de Pseudomonas aeruginosa ATCC* 9027™ ............ 22
Tabla 13. Clasificacion taxondmica de Candida albicans............ccccooevreienicniennn 23
Tabla 14. Descripcion de Candida albicans ATCC® 10231™* ......ccccevverieriennen, 23
Tabla 15. Clasificacion taxondmica de Candida tropicalis..........cccceevviveiciiieninennn. 24
Tabla 16. Descripciones de Candida tropicalis ATCC® 13803™* . ........cccceeeee. 25
Tabla 17. Medios de cultivo y de incubacion para los microorganismos................. 45

Tabla 18. Concentracion, absorbancias medias y porcentaje de inhibicion del aceite

esencial de las hojas de Piper pubinervulum C. DC y Thymus vulgaris.................... 52



Tabla 19. Concentracion, absorbancias medias y porcentaje de inhibicion del aceite

esencial de las hojas de Piper pubinervulum C. DC y Thymus vulgaris.................... 56
Tabla 20. ANALISIS ACL....c.ooiiiiiiiiieiieie e 59

Tabla 21. Rf de las fracciones aisladas con actividad antioxidante del aceite esencial

de Piper pubinervUIUM .........cc.ooiee e 61

Tabla 22. Estructura de los compuestos con actividad antioxidante...............c.......... 62

Tabla 23. Bandas con actividad antioxidante del aceite esencial de Thymus vulgaris

Tabla 24. Componentes mayoritarios del aceite esencial de T. vulgaris detectados por

Cromatografia de QASES.......uciiiieiieie e 64

Tabla 25. Diametro de los halos obtenidos en mm de las concentraciones de aceite

esencial de Piper pubinervulum C. DC de bacterias gram positivas ..............cccc.c..... 65

Tabla 26. Didmetro de los halos obtenidos en mm de los blancos positivos y

negativos de las bacterias gram POSITIVAS..........ccceveirrierierinenesiseee s 66

Tabla 27. Diametro de los halos de inhibicion obtenidos en mm de las
concentraciones de aceite esencial de Piper pubinervulum C. DC en bacterias gram
MBGALIVAS. ...ttt ettt ettt sttt b et e s e b e et e e st e eb e e nbe e st e Rt e be e b e eneenreereeneens 67

Tabla 28. Diametro de los halos obtenidos en mm de los blancos positivos y

negativos de las bacterias gram NegatiVas.........cccccveiieiiieiieesiie e 68

Tabla 29. Promedio del diametro de los halos obtenidos en mm del blanco positivo

natural (ThymuS VUIGAKIS) ......coveoiiiieiece e 68

Tabla 30. Promedio del diametro (mm) de los halos de inhibicion de bacterias gram

POSILIVAS Y Gram NEJALIVAS .....ccvecveiiieieiie e sie e see e e sre e ste e e sreeeeaneeane e, 69

Tabla 31. Andlisis de varianza de dos vias con StatistiX 8.0........coveeeeeeeeeeeeeeeeecnnen, 70



Tabla 32. Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test de datos para concentracion 71

Tabla 33. Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test de datos para bacterias........ 72

Tabla 34. Concentracion minima inhibitoria en bacterias expresada en mg/mL..... 72

Tabla 35. Diametro de los halos obtenidos en mm de las concentraciones de aceite
esencial de Piper pubinervulum C. DC de levaduras............cccooceeveeiiieveeiieeiee s, 73

Tabla 36. Diametro de los halos obtenidos en mm de los blancos positivos y

negativos de las bacterias gram NegatiVas.........cccccveiieiiieiieesiie e 75

Tabla 37. Promedio del didmetro de los halos obtenidos en mm del blanco positivo

natural (TRYMUS VUIQAKIS) .veoviiiieiieecie e 75

Tabla 38. Promedio del diametro (mm) de los halos de inhibicién de levaduras del

aceite esencial de P. pUVINEIVUIUM .........ccooiiiiiiiciice e 76

Tabla 39. Andlisis de varianza de dos vias con StatiStiX 8.0........coveeveeeeeeeeeeeeeennen, 76

Tabla 40. Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test de datos para concentracion 77

Tabla 41. Concentracién minima inhibitoria de levaduras expresadaen mg/mL.... 78

Tabla 42. Localizacion de la zona de inhibicion de Escherichia coli en la placas TLC

con el aceite esencial de Piper pubinervulum .........ccccoeeiiiiiiciic e, 79

Tabla 43. Localizacion de zona de inhibicion de blanco positivo (Thymus vulgaris)80

Tabla 44. Localizacién de la zona de inhibicion de Staphylococcus aureus............. 81

Tabla 45. Localizacion de zona de inhibicion del blanco positivo (Thymus vulgaris)



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Piper pubinervulum C. DC. ..ot 7

Figura 2. Estructura de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH ®).........ccccoeiiiiiininnnnnn. 11

Figura 3. Oxidacion de persulfato de 2,2'azinobis-(3-etilbenzotiazolina 6-4cido

SUITFONICO) (ABTS2-) ittt saesnenre s 13
Figura 4. Mecanismo de acCion de PCL ......cccoveiiiiiere e 14
Figura 5. Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC* 6538P™* ......ccovennne. 18
Figura 6. Streptococcus mutans ATCC® 25175™ ... 19
Figura 7. Escherichia coli ATCC* 8739TM, .. .. i e e e see s se e 21
Figura 8. Pseudomonas aeruginosa ATCC* 9027™ ... .cccoeieiiieiirerieeieseenieaneens 22
Figura 9. Candida albicans ATCC® 1023 1™ ..o 24
Figura 10. Candida tropicalis ATCC® 13803TM*, .. ...ciieiiierinineeiene e 25
Figura 11. Cloruro de tetrazolio.........ccceeveeiiieiie i 27

Figura 12. Diagrama de flujo de la determinacién de la actividad antioxidante del
aceite esencial de Piper pubinervulum mediante el método 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(0 o o = ) USSR 30

Figura 13. Diagrama de flujo de la determinacion de la actividad antioxidante del

aceite esencial de Piper pubinervulum mediante el método ABTS..........ccccvevvenenee. 33

Figura 14. Diagrama de flujo del proceso de difusion en disco segun Kirby-Bauer . 40

Figura 15. Proceso de revitalizacion de las cepas KWIK-Stik ™ ............c.cccccveneen, 41

Figura 16. Tubos de cryobanks coOn miCroorganiSmoS. ..........ccvvevveeeeieerreseeseeseanens 41



Figura 17. Diagrama de almacenamiento en Cryobanks ............ccccovveiiieeieeiineenieenn, 42

Figura 18. Revitalizacion de las cepas del cryobank ...........ccccooceiieiiciiiciicieen, 42
Figura 19. Concentraciones de aceite esencial............ccoovviiiiieninieee 43
Figura 20. Elaboracion del inGculo bacteriano ..........cccovevereiieneiseseeese e 44
Figura 21. Inoculacién de los microorganismos ATCC en las placas .........ccccceue.. 46

Figura 22. Diagrama de flujo del proceso de localizacion de los compuestos activos
con la técnica Bioautografia TLC. ......ccciveiiiiieese e 48

Figura 23. Diagrama de elaboracion de la placa de TLC con agar.........cccceovvereenenne. 50

Figura 24. Absorbancia del DPPH frente a las diferentes concentraciones del aceite

esencial de Piper pUubINErVUIUM ........ooiiiii e 52

Figura 25 Absorbancia del DPPH frente a las diferentes concentraciones del aceite

esencial de TNYMUS VUIQAIIS........ccviiiiiiiieiecie e 53

Figura 26. Porcentaje de inhibicion del DPPH vs concentracion de aceite esencial de

PIper PUDINEIVUIUM ... e 53

Figura 27. Porcentaje de inhibicion del DPPH vs la concentracion de aceite esencial
de TRYMUS VUIGANTS ....vveiiiecie et snne e 54

Figura 28. Comparacion de la actividad antioxidante del aceite de Piper

pubinervulum y aceite de Thymus VUIGariS.........ccccooveveiieiecie e, 55

Figura 29. Absorbancia del ABTS vs concentracion del aceite esencial de Piper

PUBD NEIVUIUM et e e e e e e e e e e eaeens 56

Figura 30. Absorbancia del ABTS vs concentracion del aceite esencial de Thymus

1728110 =L SR 57



Figura 31. Porcentaje de inhibicion del ABTS vs la concentracion del aceite del

aceite esencial de Piper PUDINErVUIUM ........coooviiiiiiic e 57

Figura 32. Porcentaje de inhibicion del ABTS vs la concentracion del aceite del

aceite esencial de ThymUS VUIGArIS ........cccooiiiiiiiiiiiieee e 58

Figura 33. Comparacion de la actividad antioxidante del aceite de Piper

pubinervulum y aceite de Thymus VUIGarTS ..o 59

Figura 34. TLC-DPPH del aceite esencial de Piper pubinervulum y del control

POSITIVO TRYMUS VUIGAITS ..o e 60
Figura 35. Staphylococcus aureus subsp. Aureus ATCC* 6538P™* | .......ccce... 66
Figura 36. Streptococcus mutans ATCC® 25175™ . ....cocviieiieeieiieieesie e sieannens 66
Figura 37. Escherichia coli ATCC* 8739T™. ... .o, 67
Figura 38. Pseudomonas aeruginosa ATCC* 9027™ ... .cccieieiiieieeie e seesieanens 68
Figura 39. Candida tropicalis ATCC® 13803T™ | ..ot 74
Figura 40. Candida albicans ATCC® 1023 1™ . ..o 74
Figura 41. Bioautografia (TLC) de Escherichia COli..........ccocevviininniniiiiicciene 80

Figura 42. Bioautografia (TLC) de StaphylOCOCCUS QUIEUS..........cccervevrerirrieirieinne 82



INDICE DE ECUACIONES

Ecuacion 1. Calculo de porcentaje de inhibicion del DPPH...........c.cccooviiiiiicieenn, 12
Ecuacidn 2. Calculo de porcentaje de inhibicion del ABTS.......cccccovevvveveieineinne. 13
Ecuacion 3. ICsy del aceite de Piper pubinervulum por el método DPPH.................. 54
Ecuacion 4. ICsy del aceite de Thymus vulgaris por el método DPPH...................... 54
Ecuacioén 5. ICso del aceite de Piper pubinervulum del ABTS ........coooeievvieinciene. 58

Ecuacion 6. ICsq del aceite del aceite de Thymus vulgaris del ABTS........c.cccoceveee 58



RESUMEN

La presente investigacion determiné la actividad antioxidante del aceite esencial de
las hojas de Piper pubinervulum proveniente de Macas, Ecuador. Mediante los
métodos de inhibicion del radical libre DPPH y ABTS se obtuvo un ICs, igual a
20,399 ng / mL y 0,416 pg / mL respectivamente, que al compararlos con los ICsg
del aceite de Thymus vulgaris con 0,414 pg / mL y 0,231 ug / mL, demuestra una
actividad antioxidante menor del aceite en estudio. Ademas se realizé el método de

fotoquimioluminiscencia con una capacidad antioxidante de 1,8 pmol Trolox / g.

También se determind la actividad antimicrobiana por el método de difusion en agar
con discos. Entre las bacterias ensayadas, Escherichia coli ATCC* 8739™ vy
Staphylococcus aureus subsp. Aureus ATCC* 6538P™ fueron las mas susceptibles
al presentar una MIC de 6,08 y 3,09 mg / mL respectivamente y entre las levaduras
ensayadas, Candida albicans ATCC 10231™ fue la més susceptible al presentar una
MIC de 0,3909 mg / mL.

Mediante el método de TLC — DPPH y autobiografico se determinaron las sustancias
que poseen actividad antioxidante y antimicrobiana que al compararlos con la
investigacion de Coronel y Piedra (2014) de la que se adoptd la metodologia de las
placas TLC, se concluye que los compuestos son: Elemicin, nerolidol, gamma-
assaron, assarone e, dimethoxy 5 vinyl 1,2 benzodioxide 4-6, bisabolol, geranyl
linalool, Isoeugenol metil éter, Beta-Caryophyllene, alpha-Humulene, (+)-beta-

Selinene y Bicyclogermacrene.

PALABRAS CLAVE: antimicrobiana, antioxidante, Piper pubinervulum, DPPH, ABTS,

fotoquimioluminescencia.



ABSTRACT

The following investigation determinate the activity antioxidant of essential oil of
leaves of Piper pubinervulum which comes from the city Macas, Ecuador. Using
methods of free radical inhibition DPPHy ABTS can obtain a IC50 equal to 20,399
Mg/ mLy 0,416 pg / mL as result, at the moment of compare with 1C50 the oils of
Thymus vulgaris with 0,414 pg / mL y 0,231 pg / mL, shows an antioxidant activity
less than the oil in study. Using the fotoquimioluminiscencia method with an

antioxidant capacity of 1,8 umol Trolox / g.

It was also determined antimicrobial activity by the agar diffusion with disks method.
Between the batteries in the assay, Escherichia coli ATCC* 8739™ vy
Staphylococcus aureus subsp. Aureus ATCC* 6538P™ which was the most
susceptible with a result of MIC of 6,08 y 3,09 mg / mL between of the assay yeast,
Candida albicans ATCC 10231™ was the most susceptible showing a MIC of
0,3909 mg / mL.

Using the method of TLC — DPPH and autobiographic were determined substances
that have antioxidant and antimicrobial activity that was compared on the
investigation of Coronel & Piedra (2014) from which the methodology of TLC plates
was adopted, it is concluded that compounds are Elemicin, nerolidol, gamma-
assaron, assarone e, vinyl 1,2 dimethoxy 5 benzodioxide 4-6, bisabolol, geranyl
linalool, Isoeugenol methyl ether, beta-Caryophyllene, alpha-Humulene, (+)-beta-

Selinene and Bicyclogermacrene.

KEYWORDS: antimicrobial, antioxidant, Piper pubinervulum, DPPH, ABTS,

photochemiluminescence.



INTRODUCCION

El saber ancestral, relacionado con la etnomedicina usada por los indigenas esta
fundamentado en una concepcion particular de salud. En este sentido, se debe
resaltar que a través de la historia se puede comprobar que los conocimientos
practicos de la etnomedicina se transmiten de manera oral de generacion en

generacion (Maldonado & Dacarro, 2007).

La familia Piperaceae en la actualidad presenta gran cantidad de estudios realizados
por Pino, (2008); Regasini, (2008); Pinto, (2007) citados por Pérez, Garcia,
Martinez, & Soto, (2006); aunque en nuestro pais no son muchos las investigaciones
realizadas en especies pertenecientes a esta familia las cuales poseen segun creencias

ancestrales numerosas propiedades medicinales.

El estudio de la actividad antioxidante y antimicrobiana del aceite esencial de la
hojas de Piper pubinervulum C. DC proveniente de Macas, implica procedimientos

que inician con la identificacion de la planta de la cual se extrae el aceite esencial.

De las técnicas de DPPH, ABTS y fotoquimioluminisencia se determina la capacidad
antioxidante del aceite esencial de Piper pubinervulum frente al aceite de Thymus

vulgaris al obtener el 1Cs.

Mediante el antibiograma, lo que se logra obtener son halos de inhibicion;
indicadores de presencia de actividad antimicrobiana a determinadas concentraciones

de aceite esencial sobre las cepas ATCC a ser utilizadas.

Finalmente se utilizaron los métodos de TLC — DPPH y bioautogréfico para
identificar los compuestos que poseen actividad antioxidante y antibacteriana.



CAPITULO |

ANTECEDENTES

1.1.  Justificacion

En Ecuador es indiscutible el papel que desempefia la etnomedicina relacionado con
la naturaleza, en especial por las aportaciones en el desarrollo sostenible del pais a

diferencia de los paises desarrollados (Rios, 2008).

El siguiente trabajo se presenta ante la necesidad de investigar la capacidad
antioxidante del aceite esencial de la especie Piper pubinervulum, con el fin de
aprovechar los recursos naturales como alternativa de salud frente a los antioxidantes
artificiales, cuyos efectos secundarios han producido diversos problemas como dafio
de la pared vascular y en la incidencia de enfermedades cardiovasculares (Lima,
Cardoso, Andrade, Guimaraes, Bastidas, & Nelson, 2011). Ademas investigar la
actividad biologica del aceite y determinar la inhibicién del crecimiento de un grupo
de microorganismos que causan infecciones importantes en el hombre, las plantas y
los animales, siendo particularmente uUtiles como antimicéticos y antibacterianos

(Sanchez, Pino, Correa, Naranjo, & Iglesia, 2009).

En la actualidad para impedir que desaparezca el saber ancestral es necesario la
colaboracién de investigadores mediante aportaciones de analisis fitoquimicos y
actividad bioldgica de las plantas medicinales que son usadas por varios pueblos
indigenas, tanto para promover su uso como para determinar su valor econémico,

puesto que puede representar en el futuro una fuente de ingresos (Rios, 2008).

1.2.  Hipotesis

Hipotesis Alternativa

- Al menos una de las concentraciones del aceite esencial de Piper

pubinervulum presenta una actividad antimicrobiana diferente a las demas.



Existe al menos una bacteria (Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) y una levadura (Candida
albicans y Candida tropicalis) experimental cuyo desempefio biologico es

diferente al de los demas.

Hipotesis Nula

1.3.

Ninguna concentracion del aceite esencial de Piper pubinervulum presenta
actividad antimicrobiana diferente a las demas.

Ninguna bacteria (Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa), ni levadura (Candida albicans
y Candida tropicalis) experimental presenta un desempefio biologico

diferente a las demas.

Objetivos

General

Estudiar la actividad antioxidante y antimicrobiana del aceite esencial de las hojas de

Piper pubinervulum C. DC proveniente de Macas, Ecuador.

Especificos

» Determinar la actividad antioxidante del aceite esencial de Piper

pubinervulum mediante el método 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), el
método 2,2'azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) (ABTS) y el
método de fotoquimioluminiscencia (PCL).

Identificar los compuestos con actividad antioxidante del aceite esencial de
Piper pubinervulum C. DC mediante el método TLC-DPPH.

Evaluar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Piper pubinervulum
en microorganismos certificados, 2 bacterias gram positivas (Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans), 2 bacterias gram negativas (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa) Yy en 2 levaduras (Candida albicans y Candida

tropicalis) por medio de difusion en disco.



» ldentificar los compuestos con actividad antibacteriana del aceite esencial de
Piper pubinervulum en Staphylococcus aureus y Escherichia coli mediante la

técnica de bioautografia en cromatografia de capa fina (TLC).

1.4. Variables

Variable independiente

Aceite esencial de Uunt tunchi tunchi (Piper pubinervulum).

Variable dependiente

Inhibicion de crecimiento en bacterias y levaduras.

1.5. Indicadores

Halo de inhibicién.

Concentracion del aceite esencial

Tabla 1. Variables, indicadores y unidades

Variable Indicador Unidad

V.1 Aceite esencial Concentracion del uL / mL

aceite esencial

V.D Inhibicién de Halo de inhibicién mm
crecimiento en bacterias y

levaduras

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas



1.6. Poblaciony Muestra

Poblacion

En el presente estudio, consideramos como poblacién a la especie Piper
pubinervulum C. DC de la familia Piperaceae, proveniente de la provincia de Morona
Santiago, en la ciudad Macas; de la cual se determind la actividad biolégica en 2

bacterias gram positivas, 2 bacterias gram negativas y en 2 levaduras.
Muestra

La muestra estd conformada por 8 concentraciones de aceite esencial de Piper
pubinervulum las cuales se ensayaron en microorganismos certificados 2 bacterias
gram positivas (Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans), 2 bacterias gram
negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) Yy en 2 levaduras (Candida
albicans y Candida tropicalis), realizando 5 repeticiones para cada concentracién
obteniendo un total de 240 pruebas de las cuales se obtendran los resultado para

determinar la actividad antimicrobiana.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1.  “Uunt tunchi tunchi”, Piper pubinervulum C. DC

Tabla 2. Clasificacion taxondmica

Reino: Plantae

Clase: Spermatopsida

Orden: | Piperales

Familia: | Piperaceae

Género: | Piper

Especie: | pubinervulum C.DC.

Fuente: Stang, 2013

2.1.1. Generalidades

Nombre comuan: Uunt tunchi tunchi (Ankuash, 2013)
Habito arbusto (Morrison, 2013)

Origen: nativa. (Morrison, 2013)

2.1.2. Distribucion geografica

Piper pubinervulum tiene un rango altitudinal de 1900 m — 2300 m, se distribuye a
lo largo de la Cordillera Oriental de Ecuador en diversos puntos de la provincia de
Napo, (Estacion Biologica Yanayacu y el Centro para Estudios Creativos, Yanayacu
Mirador, EI Chaco, Pumayacu, Isla de Gran Canaria) hasta el norte de Perl
(Morrison, 2013).



2.1.3. Descripcion

Piper pubinervulum puede alcanzar una altura de 3 m, es perenne, con tallo de nudos
engrosados, posee grandes hojas lanceoladas e infrutescencias verdes pendientes
(Morrison, 2013).

Figura 1. Piper pubinervulum C. DC.

Fuente: Morrison, 2013

2.1.4. Uso

Medicinalmente se usa para tratar la gastritis, las hojas calientes se aplican sobre las

piernas para tratar reumatismo, dolores y enfriamientos; también en el tratamiento de

mordeduras de serpientes (Ankuash, 2013).

2.1.5. Aceite esencial de Piper pubinervulum
Para la obtencidn del aceite esencial de las hojas de Piper pubinervulum se usé la

técnica de destilacion con vapor de agua en un destilador de 100 litros perteneciente

a la Fundacion Chankuap.

2.1.5.1. Caracteristicas del aceite esencial de Piper pubinervulum

El aceite esencial de Piper pubinervulum tiene una coloracion amarillenta y una
densidad relativa de 0,9652 g/ml a 25 °C.



La composicion quimica del aceite esencial de Piper pubinervulum se describen en la

Tabla 3, ademas se indica los Rf (Rf: relacion entre la distancia recorrida por un

compuesto y por el disolvente desde el origen) del perfil de huella cromatografica en
capa fina (Coronel & Piedra, 2014)

Tabla 3. Compuestos quimicos del aceite esencial de las hojas de Piper

pubinervulum

Fracciones activas

# | Nombre del Compuesto izg;g;?ggé% Método [RA=[RE=IRB=[RA=]RB=
055 | 064 | 074 | 0,85 [ 0,98

1 alpha-Pinene 0,104 £0,21% GC-MS

2 beta-Pinene 0,295 +0,38% GC-MS

3 Linalool 1,557 +0,15% GC-MS

4 (-)-alpha-copaene 1,933 +0,38% GC-MS

5 beta-Cubebene 0,062 +0,12% GC-MS

6 (-)-beta-Elemene 1,870 +£0,17% GC-MS

7 (-)-alpha-Gurjunene 0,096 £0,19% GC-MS

8 beta-Caryophyllene i125 5’72;) RGI\/CINI\/Il?—| X

9 beta-Copaene 0,135 £0,27% GC-MS

10 alpha-Humulene 1,518 +0,31% GC-MS X

11 (-)-allo-Aromadendrene 0,153 £0,31% GC-MS

12 (+)-gamma-Muurolene 0,130 £0,26% GC-MS

13 germacrene D 3,630 £0,41% GC-MS

14 (+)-beta-Selinene 1,387 £0,12% GC-MS X

15 | (E)-Muurola-4-(14),5-diene | 0,166 +0,19% GC-MS

16 Bicyclogermacrene 3,557 +0,30% GC-MS X

17 (+)-alpha-muurolene 0,177 £0,35% GC-MS

18 Isomethyleugenol 8,102 +0,78% GC-MS X

19 (-)-alpha-Bulsenene 3,042 +0,45% GC-MS X

20 (-)-7-epi-alpha-selinene 0,391 £0,54% GC-MS X

21 (-)-delta-Cadinene 3,373 £0,27% GC-MS X

22 Elemicin 0,257 +0,51% GC-MS X

23 (E)-Nerolidol ilfgg;) RGI\/(I:NNI1?4 X

24 gamma-Asarone 9,619 +0,86% GC-MS X

25 Spathulenol 2,663 £0,24% GC-MS

26 Caryophyllene oxide 5,563 +0,68% GC-MS

27 N.I. GC-MS

28 Globulol 0,210 +0,27% GC-MS

29 N.I. GC-MS X




30 Humulene epoxide Il 0,488 £0,66% GC-MS

31 N.I. GC-MS

32 N.I. GC-MS

33 10-epi-.alpha.-Muurolol 1,379 +1,03% GC-MS

34 N.I. GC-MS

o5 | Doy S s som| cows |
36 t-Cadinol 1,941 +0,23% GC-MS X
37 N.I. GC-MS

38 N.I. GC-MS

39 Asarone 3,954 +0,65% RGI\/?NI\Al?—l X
40 (-)-alpha-Bisabolol 0,270 £0,32% GC-MS X
41 N.I. GC-MS

42 Thujopsene <-cis> 0,097 £0,19% GC-MS

43 (E)-geranyl linalool 4,741 £1,00% GC-MS X
44 N.I. GC-MS

Fuente: Coronel & Piedra, 2014

Nota: El signo x representa los compuestos que se encuentran en un Rf determinado.

2.2. Actividad Antioxidante

Halliwel y Gutteridge (1998), definieron como antioxidante a toda sustancia que
hallandose presente a bajas concentraciones, con respecto a las de un sustrato
oxidable (biomolécula), retarda o previene la oxidacion de dicho sustrato. El
antioxidante al reaccionar con el radical libre, (en adelante RL), le cede un electron
oxidandose a su vez y transformandose en un RL débil, con escasos o nulos efectos
toxicos y que en algunos casos como la vitamina E, pueden regenerarse a su forma

primitiva por la accion de otros antioxidantes.

Los antioxidantes tienen diferentes mecanismos de accién; unos impiden la
formacion de los RL o especies reactivas (sistema de prevencion), otros inhiben la
accion de los RL (sistema barredor) y otros favorecen la reparacion y la
reconstitucion de las estructuras biolégicas dafadas (sistema de reparacion)
(Halliwell, 1999).




2.2.1. Actividad antioxidante de los aceites esenciales

La actividad antioxidante es expresada como la capacidad de inhibir la peroxidacion

del &cido linoleico y atrapar los RL (Capecka, Mareczek, & Leja, 2005).

El mecanismo de la accion antioxidante de los aceites esenciales no se conoce con
toda certeza. Sin embargo, en un estudio realizado por Foti e Ingold (2003) se
sugiere que el y-terpineno, presente en varios aceites esenciales, actia como
antioxidante al retardar la peroxidacion del &cido linoleico, porque los radicales
peroxilo formados a partir de éste (HOO-«) reaccionan rapidamente con los radicales
peroxilo del acido linoleico. De tal forma que se disminuye la concentracion de los
radicales peroxilo del acido linoleico en el estado estacionario. Adicionalmente,
autores como Puertas, Hillebrand, Stashenko y Winterhalter (2002), han mostrado
que algunos aceites esenciales y sus fitoconstituyentes poseen la capacidad de
atrapamiento del cation-radical 2,2'azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfonico)
ABTS+ y del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo DPPH igual o superior a la de

antioxidantes sintéticos como la vitamina E, el trolox y el acido ascorbico.

2.2.2. Meétodos para medir la capacidad antioxidante

Los meétodos de determinacion de la actividad antioxidante total se basan en
comprobar cOmo un agente oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable,
dafio que es inhibido o reducido en presencia de un antioxidante. Esta inhibicién es
proporcional a la actividad antioxidante del compuesto o de la muestra. Los distintos
métodos difieren en el agente oxidante, en el sustrato empleado, en el tiempo de
evaluacion, en la técnica instrumental utilizada, la sensibilidad y en las interacciones

de la muestra con el medio de reaccion (Salinas, 2009).

2.2.2.1. Ensayo 2,2-difenil-1-picrilhidrazil radical (DPPH ¢)

El metodo que se empled en este trabajo es el propuesto por Brand-Williams et al.
(1995), método de DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), que nos permite evaluar la
actividad de sustancias frente al radical libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPHe). El radical libre DPPHe como se aprecia en la
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Figura 2 se reduce a la correspondiente hidrazina cuando reacciona con donantes de
hidrogeno (Sanchez-Moreno, 2002). Recientemente, esta reaccion se ha evaluado
mediante el ensayo de decoloracion, donde se mide la disminucion en la absorbancia
a 515-528 nm producidos por la adicion del antioxidante a DPPH ¢ en metanol o

etanol. (De la Rosa, Alvarez, & Gonzalez, 2010).

Figura 2. Estructura de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH ).

3,0 0,0

O,N NO, + ArOH —— = O,N NO. + ArQOs
pH 5.0-6.5 2

NO, NO,

DPPH DPPH

517 nm (purpura) Amarillo

Fuente: Gutiérrez et al, 2008

El método de DPPH es un ensayo colorimétrico simple basado en la disminucion de
la absorbancia del radical DPPH. Se basa en la estabilidad del radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) la cual se atribuye a la deslocalizacion del electron
desapareado, esta deslocalizacion también le otorga una coloracion violeta
caracterizada por una banda de absorcion, en solucion etandlica, centrada alrededor
de 520 nm (Molyneux, 2004). Cuando una disolucién de DPPH entra en contacto con
una sustancia que puede donar un atomo de hidrdgeno o con otra especie radical (R.)
se produce la forma reducida DPPH-H 6 DPPH-R con la consecuente pérdida del
color y por lo tanto la pérdida de la absorbancia. Los resultados obtenidos por este

método se reportan como porcentaje de inhibiciéon.
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Ecuacion 1. Calculo de porcentaje de inhibicion del DPPH

1

%I DPPH = x 100

A partir del grafico de este porcentaje de inhibicién versus la concentracion de la
muestra se obtiene el ICsy definido como la cantidad de la muestra necesaria para
disminuir en un 50 % la inhibicion , es decir, la concentracion de compuestos
antioxidantes que es capaz de reducir el 50 % del radical DPPH. (Gutiérrez, Ortiz, &
Mendoza, 2008).

2.2.2.2. Ensayo 2,2'-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTSe+).

El método ABTS es una técnica que se usa para medir la capacidad antioxidante de
un material bioldgico, compuestos puros o extractos de plantas de naturaleza
hidrofilica o lipofilica. Involucra un compuesto coloreado de naturaleza radical
(radical ABTSe+), con el fin de simular especies reactivas de oxigeno y nitrogeno; de
esta manera la presencia del antioxidante conduce a la desaparicion de este radical

coloreado.

El radical ABTSe+ debe ser generado mediante reacciones quimicas (dioxido de
manganeso, persulfato de sodio) como se muestra en la Figura 3 o enzimaticas
(peroxidasa, mioglobina). Dicho radical, tiene la capacidad de solubilizarse en
medios acuosos y organicos. El radical ABTSe+ es el mas indicado para evaluar la
capacidad antioxidante de compuestos coloreados, como en el caso de las
antocianinas, por presentar una absorbancia maxima proxima a la region infrarroja
(754 nm), reduciendo asi, las posibilidades de interferencias de compuestos
colorados que absorben en la region visible o de compuestos resultantes de

reacciones secundarias.

El radical ABTS++, ha sido validado por su estabilidad, reproducibilidad y por ser
una alternativa mucho mas viable econdémicamente a otros métodos de evaluacion de

capacidad antioxidante (Kuskoski, Asueroro, Troncoso, Garcia-Parilla, & Fett, 2004)
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Figura 3. Oxidacién de persulfato de 2,2'azinobis-(3-etilbenzotiazolina 6-acido
sulfonico) (ABTS2-)

08 s 038 _~_s
Tl e ry™ S
N N + Antioxidant NN
N S EE—— S N—
HsCo ) > )

HSCQ + KZSOS H5C2

ABTS*+ (Amax = 734 nm) ABTS% (Colorless)

Fuente: Gutiérrez et al., 2008

Los resultados obtenidos por este método se reportan como porcentaje de inhibicion

Ecuacion 2. Calculo de porcentaje de inhibicion del ABTS

%I ABTS = !

x 100

A partir del grafico de este porcentaje de inhibicion versus la concentracion de la
muestra se obtiene el 1Cs, definido como la cantidad de la muestra necesaria para
disminuir en un 50 % la inhibicion , es decir, la concentracion de compuestos
antioxidantes que es capaz de reducir el 50 % del radical ABTS. (Gutiérrez et al.,
2008).

2.2.2.3. La fotoquimioluminiscencia (PCL)

La fotoquimioluminiscencia (PCL), permite la cuantificacion de la capacidad
antioxidante de las sustancias puras hidrofilas o lipdfilas; es la medicion de la
capacidad antioxidante en la fase lipidica (ACL) y en la fase acuosa (ACW) de
matrices complejas de diverso origen: sintética, vegetal, animal, humano
(AmbrosiaLab, 2013).

Con este método, las propiedades antioxidantes de las sustancias en cuestion se
pueden determinar de una manera rapida y eficaz, lo que limita las pérdidas de las
actividades relacionadas con degradacion (Popov & Lewin, 1996) (Lewin & Popov,
1994).
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Basado en el método de la fotoquimioluminiscencia (PCL) que combina la rapida
generacion de radicales libres con la alta sensibilidad para su deteccion luminica.
Método que mide la capacidad de los antioxidantes de unirse al radical superoxido
tanto en ambientes liposolubles como hidrosolubles. La excitacion mediante
irradiacion (UV) de la sustancia fotosintentizadora (luminol) produce radicales libres
(radical superoxido), radicales que seran parcialmente eliminados al reaccionar con
los antioxidantes presentes en la muestra. El resto de los radicales libres producen
luminiscencia al reaccionar con el luminol (doble papel), luminiscencia que se mide
en el detector presente en el equipo (tubo fotomultiplicador) por tanto cuanto mas

luminiscencia sea detectada menor sera la capacidad antioxidante (ICTAN, 2013).

Figura 4. Mecanismo de accién de PCL

Antioxidante Antioxidante
problema neutralizado

Luz + O3 02

0:
SOBRANTE
LIMINQL. 2
ey LUMINOL

NEUTRALIZADA

SENAL LUMINOSA
CUANTIFICABLE

7

Fuente: ICTAN, 2013

En el sistema de medida por PCL existen dos tipos basicos de radicales: el radical
superdxido y el radical luminol. Estos radicales son eliminados parcialmente por
reaccion con los antioxidantes presentes en la muestra. EI luminol actia como
fotosensibilizador y también como reactivo para la deteccion del radical oxigeno
(Vertuani, Braccioli, Buzzoni, & Manfredini, 2002).

El &cido ascorbico y el Trolox son los reactivos utilizados para cuantificar la
capacidad antioxidante hidrofilica (ACW) vy lipofilica (ACL), respectivamente (Prior
et al., 2005).
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2.2.3. Localizacion de compuestos activos antioxidantes

2.2.3.1. Método TLC - DPPH

La TLC combinada con la deteccion de radical DPPHe de los antioxidantes in situ se
introdujo por primera vez por Glavind & Holmer (1967). Un método similar tanto en
fase normal (Cavin, Hostettmann, Dyatmyko, & Potterat, 1998) y en fase inversa
Yrjonen, et al. (2003) citado por Shikov et al., (2011) confirma que las placas de
TLC se utilizé para la deteccion de antioxidantes presentes en extractos de plantas.
Pero estos métodos no ofrecen una estimacion cuantitativa de la actividad
antirradical de cada sustancia después de la separacion del extracto directamente
sobre la placa de TLC (Shikov et al., 2011).

2.3. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se da por sustancias quimicas que, a bajas
concentraciones, actian contra los microorganismos destruyéndolos o inhibiendo su
crecimiento. Algunos ejemplos de antimicrobianos dirigidos a las bacterias son los
antibidticos que actuan contra las infecciones humanas o animales (GreenFacts,
2012), ademéas en diversos estudios han demostrado que aceites procedentes de
plantas de la familia Piperaceae poseen actividad antimicrobiana y varias

aplicaciones farmacoldgicas (Pino, 2008).

2.3.1. Microorganismos de estudio

En esta investigacion se utilizaron cepas ATCC (American Type Culture Collection)
que es una coleccion certificada de microorganismos que determina un cultivo puro
y mantienen sus caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y moleculares
correspondientes con el fin de demostrar la trazabilidad (Montoya, 2012). Se

describen a continuacién las bacterias gram positivas, gram negativas y levaduras.
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2.3.2. Bacterias gram positivas

2.3.2.1. Staphylococcus aureus

Tabla 4. Clasificacién taxondmica de Staphylococcus aureus

Reino: Bacteria

Filo: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: | Bacillales

Familia: | Staphylococcaceae

Geénero: | Staphylococcus

Especie: | aureus

Fuente. Bodero, 2010

De acuerdo a su descripcion microscopica tienen tendencia a agruparse en racimos,
de forma esférica con un diametro de alrededor de una micra. Mientras que en su
descripcién macroscopica S. aureus presenta colonias de 1 a 3 mm de didmetro, lisas,
levemente elevadas, de bordes enteros, levemente convexas y generalmente
pigmentadas con un color que puede ir del crema al amarillo. La produccion de
pigmento se ve favorecida si se incuban los cultivos por 24 a 48 horas adicionales a
temperatura ambiente. En cuanto a su forma de obtener energia es a través de la
fermentacion y la respiracion; sus requerimientos de cultivo son no exigentes desde
el punto de vista nutricional, creciendo en medios pobres y simples. En relacion con

el oxigeno son aerobios-anaerobios facultativos (Seija, 2000).
S. aureus produce infecciones de dos maneras:

1. En forma directa, por invasion y posterior destruccion tisular local (proceso

supurado), o luego de haberse diseminado por via sanguinea.

2. A través de efectos de toxinas.
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Tabla 5. Infecciones producidas por S. aureus

Invasion directa

Superficial

* Piodermas, incluyendo impétigo y paroniquia

* Infecciones de piel y tejidos blandos, fortinculos, celulitis, etc.

Profunda

Artritis séptica y osteomielitis

Diseminacion por via sanguinea

Bacteriemia con o sin shock o falla multiorganica

Formacion de abscesos metastasicos (cerebro, pulmon, higado)

Enfermedades mediadas por toxinas

* Sindrome de piel escaldada

« Intoxicacion alimentaria

Fuente: Seija, 2000

Tabla 6. Descripcion de Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC* 6538PT™*

Localizacién Piel humana, las membranas mucosas,
orificios nasales. Puede causar enfermedad o

intoxicacién por alimentos.

Caracteristicas fenotipicas Descritas en el Anexo 1.

Crecimiento Agar tripticasa de soja, agar sangre de
carnero, agar nutriente y agar cuenta de

placa estandar, 35 °, 24 horas.

Fuente: Microbiologics, 2009
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Figura 5. Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC* 6538PT™*

Fuente. Juan Abad y Diana Cabezas

2.3.2.2. Streptococcus mutans

Tabla 7. Clasificacion taxondmica de Streptococcus mutans

Reino: Bacteria

Filo: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: | Lactobacillales

Familia: | Stroptococcaceae

Género: | Streptococcus

Especie: | mutans

Fuente. Vargas Chavez, Trevifio, & Soto Sarellano, 2011

Su caracteristica microscopica es que son pequefios cocos gram positivos, células
ovoides pueden estar solos o0 en parejas y principalmente en cadenas, presentar un
diametro de 0.5 a 0.75 milimicras. En su caracteristica macroscépica se puede
observar colonias de dos tipos: la primera es pequefia circular, en forma de cupula,
borde completo, de color blanco, mientras que la segunda es pequefia, circular y

traslicida. Es anaerdbica facultativa (puede usar para su metabolismo oxigeno si se
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encuentra presente en el medio ambiente, pero puede también sobrevivir en ausencia
total del O,), pero su crecimiento éptimo ocurre bajo condiciones de anaerobiosis
(Figueroa, 2008).

Como parte de la flora oral microbiana es la causante de endocarditis al penetrar al
sistema circulatorio; caries provocando sensibilidad dental y mal aliento; dafios en la
placa dental adhiriéndose al diente adem&s de permitir invasion de otros
microorganismos (Velazquez, 2008).

Tabla 8. Descripcion de Streptococcus mutans ATCC® 25175™

Localizacién Saliva humana, esputo y en la placa dental.

Caracteristicas fenotipicas | Descritas en el Anexo 2.

Crecimiento Agar tripticasa de soja, agar sangre de carnero, agar
nutriente y agar cuenta de placa estandar, 35 ©°, 24

horas.

Fuente. Microbiologics, 2009

Figura 6. Streptococcus mutans ATCC® 25175™

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas
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2.3.3. Gram negativas

2.3.3.1. Escherichia coli

Tabla 9. Clasificacion taxonémica de Escherichia coli

Reino Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria

Orden: | Enterobacteriales

Familia: | Enterobacteriaceae

Género: | Escherichia

Especie: | coli

Fuente: Vizcaina, 2012

Esta bacteria es de tamafio mediano a grande, gris, convexa; bacilo gram negativo
rectangular en forma de varilla que posee cierta movilidad gracias a una serie de
flagelos que rodean su estructura. Este microorganismo anaerobio facultativo, capaz
de emplear como fuente de carbono y energia azucares, aminoacidos y &cidos
organicos lo que le da la capacidad de fermentar glucosa y lactosa. Como integrante
de la flora normal del hombre y de muchos animales, se lo considera un germen
indicador de contaminacion fecal cuando esta presente en el ambiente, agua y
alimentos provocando infecciones del aparato digestivo y urinario (Vizcaina, 2012).

Tabla 10. Descripcion de Escherichia coli ATCC* 8739™

Localizacion Intestino grueso de los animales de sangre caliente.

Caracteristicas fenotipicas | Descritas en el Anexo 3.

Crecimiento Agar tripticasa de soja, agar sangre de carnero, agar
nutriente y Cuenta de placa estandar de agar, 35 ©,
24 horas.

Fuente: Microbiologics, 2009
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Figura 7. Escherichia coli ATCC* 8739™

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

2.3.3.2. Pseudomona aeruginosa

Tabla 11. Clasificacion taxonémica de Pseudomonas aeruginosa

Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gamma Proteobacteria

Orden: | Pseudomonadales

Familia: | Pseudomonadaceae

Género: | Pseudomonas

Especie: | aeruginosa

Fuente. Ecured, 2013

P. aeruginosa es un bacilo gram negativo aerobio con un flagelo polar que secreta
una variedad de pigmentos como piocianina (azul verdoso), fluoresceina (amarillo

verdoso fluorescente) y piorubina (rojo pardo). Se asocia frecuentemente a
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infecciones de los tractos urinario y respiratorio en la especie humana. Los factores
que contribuyen a la patogénesis y virulencia incluyen adherencia, dafio e invasion
con accion directa de toxinas o exoenzimas Y persistencia por adaptacion al medio
(Madigan, 1999).

Tabla 12. Especificaciones de Pseudomonas aeruginosa ATCC* 9027™

Localizacion Ambientes humedos como los desagies y las
verduras. Puede causar infecciones en: heridas,

quemaduras y del tracto urinario.

Caracteristicas fenotipicas | Descrita en el Anexo 4.

Crecimiento Agar tripticasa de soja, agar sangre de carnero, agar
nutriente y Cuenta de placa estandar de agar, 35 °,
24 horas.

Fuente. Microbiologics, 2009

Figura 8. Pseudomonas aeruginosa ATCC* 9027™

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas
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2.3.4. Hongos

2.3.4.1. Candida albicans

Tabla 13. Clasificacion taxondmica de Candida albicans

Reino: | Fungi

Clase: Hemiascomycetes

Orden: | Saccharomycetales

Familia: | Saccharomycetaceae

Género: | Candida

Especie: | albicans

Fuente. Berkhout, 2002

Hongo dimorfo que forma largas seudohifas, hifas y blastoconidios (células
gemantes subesféricas de 3-8 x 2-7 um). Numerosas clamidosporas unicelulares,
redondas u ovaladas, con gruesa pared, situadas al final de las hifas, seudohifas o
laterales sobre blastoconidios ovalados. En medio de cultivo presenta colonias de
crecimiento rapido, circulares, lisas, blancas o cremosas, pastosas y blandas, de
bordes precisos, centro ligeramente prominente, con olor a levadura. Los tractos
digestivo y respiratorio, junto con la mucosa genital (vagina), son los reservorios mas
importantes en los seres humanos y origen de candidiasis también puede que afectar

a piel, ufias y mucosas (Berkhout, 2002).

Tabla 14. Descripcion de Candida albicans ATCC® 10231T™*

Localizacion Tracto digestivo. Puede causar infecciones oportunistas

como la candidiasis y la candidiasis vaginal.

Caracteristicas fenotipicas | Descritas en el Anexo 5.

Crecimiento Sabouraud Dextrosa Agar Emmons, agar nutriente, Patata
Dextrosa Agar, Cuenta de placa estandar de agar, 25 °, 4-6

dias.

Fuente: Microbiologics, 2009
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Figura 9. Candida albicans ATCC® 10231Tv*

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

2.3.4.2. Candida tropicalis

Tabla 15. Clasificacion taxonomica de Candida tropicalis

Reino: | Fungi

Clase: Hemiascomycetes

Orden: | Saccharomycetales

Familia: | Saccharomycetaceae

Género: | Candida

Especie: | tropicalis

Fuente: The University of Adelaide, 2013

Las colonias en agar dextrosa de sabouraud son medianas, blancas, opacas, convexas,
y circulares. Su morfologia microscopica muestra una forma esférica, 3 - 5,5 um x 4-
9 um de tamafio. Es una de las principales causas de la candidiasis diseminada y
septicemia, especialmente en pacientes con linfoma, leucemia y diabetes (The
University of Adelaide, 2013).
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Tabla 16. Descripciones de Candida tropicalis ATCC® 13803

Localizacién tracto pulmonar y urinario

Caracteristicas fenotipicas | Descritas en el Anexo 6.

Crecimiento Sabouraud Dextrosa Agar Emmons, Agar
Sabouraud dextrosa, agar nutriente, agar de soja
Tripticasa, Patata Dextrosa Agar, Cuenta de placa
estandar de agar, no selectivo Sheep Agar, 25 °, 4-6
dias.

Fuente: Microbiologics, 2009

Figura 10. Candida tropicalis ATCC® 13803™*

Fuente. Juan Abad y Diana Cabezas

2.3.5. Metodologia para evaluar la actividad antimicrobiana

2.3.5.1. Determinacion de la sensibilidad de una bacteria a agentes

antimicrobianos

Las pruebas mas utilizadas para evaluar la sensibilidad de una bacteria a un agente
antibacteriano estan basadas en el enfrentamiento in vitro de la bacteria con distintas
concentraciones del agente. No todos los microorganismos presentan la misma

25



sensibilidad a los distintos antibidticos, de alli la importancia de esta determinacion.
(Gamazo, L6pez-Gofii, & Diaz, 2005)

La sensibilidad de una bacteria a un determinado antimicrobiano viene dado por la
concentracion minima inhibitoria (CMI), que se define como la menor concentracion
de antimicrobiano capaz de inhibir el desarrollo de una cepa bacteriana. (Gamazo et
al., 2005).

Para la evaluacion de la MIC se empled la técnica descrita por Kirby-Bauer, que es el
recomendado por la Food and Drug Administration (FDA) y el National Committee

for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), pero con algunas variaciones.

2.3.5.2. Difusion en agar con discos

Este sistema permite probar la eficacia de varios antibi6ticos al mismo tiempo. Sobre
la superficie de una placa de agar se realiza la siembra de una suspension bacteriana
calibrada y a continuacion se depositan sobre ella discos de papel de filtro
impregnados de antimicrobianos. Tan pronto como el disco toma contacto con la
superficie humeda del agar, el agua es absorbida por el papel de filtro y el antibiético
difunde hacia el medio circundante creando asi concentraciones progresivamente
decrecientes. Se observa como a medida que la distancia al disco aumenta hay una
reduccion de la concentracion del antibidtico. Asi, al cabo de 18 horas de incubacién,
en aquella zona donde el antibiotico es capaz de impedir el crecimiento de la bacteria

aparece un halo alrededor del disco: halo de inhibicion (Lépez & Torres, 2006).

2.3.5.3. Técnicas de recuento microbiano

La concentracion de una suspension bacteriana es directamente proporcional a la
concentracion de células en un cultivo, por lo que para estimar el nimero de bacteria
presentes en un cultivo se lo hace mediante la medida de la turbidez mediante el
espectrofotémetro. Pero hay que tener en cuenta que un cultivo con concentraciones

inferiores a 10° UFC / mL no presenta turbidez detectable (Gamazo et al., 2005).
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2.3.6. Localizacion de los compuestos activos

2.3.6.1. Bioautografia

De acuerdo a Betina (1973) citada por Padron Marquez (2010) la bioautografia es el
método mas importante de deteccion para compuestos nuevos o no identificados; ésta
se basa en los efectos bioldgicos de las sustancias bajo estudio. Esta basada en la
técnica de difusion en agar donde el compuesto antibacterial es transferido de la capa
cromatografica a una de agar inoculado. Las zonas de inhibicion pueden ser
visualizadas después del periodo de incubacién por deteccion con reactivos

detectores de la actividad dehidrogenasa.

2.3.6.2. Sales de Tetrazolio

El uso de sales de tetrazolio provee de métodos alternos indirectos para medir

actividad respiratoria asociada a una cadena de transporte de electrones.

La reduccion de una sal de tetrazolio causa la formacion de un precipitado insoluble
de coloracion intensa, conocido con el nombre de formazan. Hoy dia su utilizacion se
extiende a: pruebas de viabilidad de semillas, presencia y enumeracion de bacterias y
deteccion de sistemas enzimaticos de deshidrogenasas, la reaccion se muestra en la
Figura 11 (Pérez L., 2005).

Figura 11. Cloruro de tetrazolio

N — N= R N It]l— R’
7 f2H o gl & + HCI
\N:N+—R3 (2e + 2H) \N:N—R3
CI-
SAL TETRAZOLIUM FORMAZAN
(sal incolora, soluble, oxidada) (sal con pigmentacion rojiza,

insoluble, reducida)

Fuente: Castro, 2006
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La sal de tetrazolio 2,3,5 cloruro de trifeniltetrazolio (TTC) se utiliza para diferenciar
entre los tejidos metabdlicamente activos e inactivos. EI compuesto blanco se reduce
enzimaticamente para TPF rojo (1,3,5-triphenylformazan) en los tejidos vivos debido
a la actividad de diversas enzimas deshidrogenasas (importantes en la oxidacion de
compuestos organicos y por lo tanto el metabolismo celular), mientras que se
mantiene como blanco TTC en las zonas de la necrosis ya que éstas enzimas han sido

desnaturalizadas o degradadas. (Castro, 2006).
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

3.1. Determinacién de la actividad antioxidante del aceite esencial de Piper

pubinervulum mediante el método 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH).

Este ensayo se basa en la habilidad “captadora de los radicales libres” de los
antioxidantes sobre el radical DPPH, habilidad que se evalGa por la medida del

decrecimiento de su absorbancia a 515 nm (Brand-Williams et al., 1995).

Materiales y Equipos

» Balones aforados de 100, 10 mL, viales &mbar, vasos de precipitacion de 50 y
250 mL, frasco boeco de 250 mL, varilla de agitacion

Micro pipeta de 1000 pL regulable

Macro pipeta de 5 mL regulable

Celdas pléasticas

Balanza analitica METTLER TOLEDO modelo ML204/01
Espectrofotometro SHIMADZU modelo uvmini — 1240

Vortex MIXER modelo VM — 300

Agitador orbital Thermolyne Maxi-Mix 111 modelo 65800

V V.V V V V VY

Reactivos

» 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
» Dimetil sulféxido (DMSO)
» Etanol

» Agua destilada
» Aceite esencial de uunt tunchi tunchi (Piper pubinervulum C. DC.)
>

Aceite esencial de timo (Thymus vulgaris) (blanco positivo)
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Figura 12. Diagrama de flujo de la determinacién de la actividad antioxidante
del aceite esencial de Piper pubinervulum mediante el método 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH).

Método DPPH

PERIArT solucion DPPH equivalente N conservar en
. a 4mg/100ml de etanol. oscuridad

Piper pubinervulum

Thymus vulgaris HSoluciones de aceite de «—— Afadir 2,9ml
(blanco positivo)

Agitar en
 oscuridad
por 30 min.

l absorbancia a una
Leer longitud de onda de ——
517nm.

b

% de inhibicion [ \ 4

Calcular

IC50

—

Fuente. Juan Abad y Diana Cabezas
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3.1.1. Preparacion del reactivo DPPH

Se preparo0 el reactivo DPPH pesando exactamente 4 mg por cada 100 mL de etanol

y se conservo en la oscuridad.

3.1.2. Preparacion de las soluciones de aceite de Piper pubinervulum

Piper pubinervulum

a) 100 puL de aceite puro

b) 50 uL de aceite puro + 50 uLL de DMSO
c) 20 uL de aceite puro + 80 uL. de DMSO
d) 10 uL de aceite puro + 90 uL. de DMSO
e) 5 uL de aceite puro + 95 uLL de DMSO
f) 2 uL de aceite puro + 98 uLL de DMSO
g) 1 uL de aceite puro + 99 uLL. de DMSO
h) 100 uL de DMSO

Tomillo (Thymus vulgaris). Control positivo

a) 10 pL de ae de timo + 90 uL de DMSO
b) 5ul pL ae detimo + 95 uLL. de DMSO

c) 2 uL de ae detimo + 98 pL. de DMSO

d) 1 puL de ae detimo + 99 uL. de DMSO

e) 0,5 uL de ae de timo + 99,5 ulL de DMSO
f) 0,2 uL de ae de timo + 99,8 uLL. de DMSO
g) 0,1 uL de ae de timo + 99,9 uL. de DMSO
h) 100 uL de DMSO

A cada solucion se afiadio 2,9 mL de reactivo DPPH y se agit6 en la oscuridad por

30 minutos.
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3.1.3. Lectura de las soluciones.

Se procedio a leer la absorbancia a una longitud de onda de 517 nm, cada una de las
soluciones se leyd por quintuplicado obteniéndose asi 40 datos de Piper

pubinervulum y 40 datos de Thymus vulgaris.

3.2. Determinacion de la actividad antioxidante del aceite esencial de Piper
pubinervulum mediante el método 2,2'azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido

sulfonico) (ABTYS).

El método descrito por Kuskoski (2004), se basa en el uso de un compuesto
radicalizable el ABTS. Inicialmente el ABTS radicalizado es de un color azul oscuro

y la adicion de un agente antioxidante determina su decoloracion.

Materiales y Equipos

» Balones aforados de 100, 10 mL, viales ambar, vasos de precipitacion de 50 y
250 mL, frasco boeco de 250 mL, varilla de agitacion, celdas plasticas

Micro pipeta de 1000 uL regulable y macro pipeta de 5 mL regulable

Balanza analitica METTLER TOLEDO modelo ML204/01
Espectrofotometro SHIMADZU modelo uvmini — 1240

Vortex MIXER modelo VM — 300

vV V VYV V

Reactivos

» 2,2'-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS)
» Dimetil sulfoxido (DMSO), etanol, agua bidestilada
» Aceite esencial de uunt tunchi tunchi (Piper pubinervulum C. DC.)

» Aceite esencial de timo (Thymus vulgaris) (blanco positivo)
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Figura 13. Diagrama de flujo de la determinacion de la actividad antioxidante

del aceite esencial de Piper pubinervulum mediante el método ABTS

Método ABTS Solucién madre de ABTS
2 mM

Preparar ? Solucién de K,S,0g ]

ABTS para lecturas
espectrofotométricas

Solucién de ABTS
radicalizado

Conservar en la oscuridad
al menos por 6 horas

6

Lectura de las
soluciones

Thymus vulgaris

Fuente. Juan Abad y Diana Cabezas
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3.2.1. Preparacion de la solucién madre de ABTS

Se prepard una solucion madre de ABTS 2 mM, disolviendo exactamente 0,0275 g
de ABTS en 25 mL de agua bidestilada.

3.2.2. Preparacion de la solucion de K;S,0g

Se prepard una solucién de 70 mM de K,S,0g disolviendo 0,1882 g de K,S,0g en 10

mL de agua bidestilada.

3.2.3. Preparacion del ABTS radicalizado

A la solucion de ABTS madre se afiadié 250 pL de solucion de K,S,0g, se agitd y se
conservé en la oscuridad por 24 horas para permitir la radicalizacion. La solucion

dura 2 dias y permanece azulada.

3.2.4. Preparacion de las soluciones

Piper pubinervulum

- Sn 1) 150 pL de aceite esencial+ 150 uL. de DMSO
- Sn 2) 100 puL de aceite esencial + 200 uL. de DMSO
- Sn 3) 50 uL de aceite esencial + 250 uLL de DMSO
- Sn4) 20 pL de aceite esencial + 280 pL. de DMSO
- Sn5) 10 uL de aceite esencial + 290 uLL de DMSO
- Sn6) 5 uL de aceite esencial + 290 uL de DMSO

- Sn7) 2 uL de aceite esencial + 298 uL. de DMSO

- Sn 8) 1 uL de aceite esencial + 299 uL. de DMSO

- Sn9) 300 uL de DMSO
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Tomillo (Thymus vulgaris). Control positivo

- Sn 1) 15 pL de aceite esencial + 285 pL. de DMSO

- Sn2) 10 pL de aceite esencial + 290 uL. de DMSO

- Sn 3) 5 uL de aceite esencial + 295 uL. de DMSO

- Sn4) 2 uL de aceite esencial + 298 uL de DMSO

- Sn5) 1 uL de aceite esencial + 299 uL. de DMSO

- Sn6) 0,5 uL de aceite esencial + 299,5 uL. de DMSO
- Sn7)0,2 uL de aceite esencial + 299,8 uL. de DMSO
- Sn8)0,1 uL de aceite esencial + 299,9 uL. de DMSO
- Sn9) 300 uL de DMSO

3.2.5. Preparacion del ABTS para las lecturas espectrofotométricas.

Se tom6 2 mL del ABTS radicalizado y se afiadié aproximadamente 25 mL de etanol

hasta que se obtuvo una absorbancia Azzsnm = 0,70 £ 0,02.

3.2.6. Lectura del blanco

Se tomd 2,7 mL de ABTS para lecturas espectrofotométricas y se afiadié 0,3 mL de

etanol, en la cubeta se agité por un minuto y se procedi6 a leer la absorbancia.

3.2.7. Lectura de las soluciones

Se tomd 2,97 mL de ABTS para lecturas espectrofotométricas y se afiadié 0,03 mL
de cada solucion de aceite esencial. Se procedi6 a leer la absorbancia a una longitud
de onda de 517 nm por quintuplicado de cada una de las soluciones obteniéndose 40

datos de Piper pubinervulum y 40 datos de Thymus vulgaris.
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3.3. Determinacién de la actividad antioxidante del aceite esencial de Piper

pubinervulum mediante el método de fotoquimioluminiscencia (PCL)

Materiales y equipos

» Photochem instrument, Analytik Jena AG

Reactivos

Reactivo 1: disolvente (metanol), Analytik Jena AG
Reactivo 2: solucion amortiguadora, (pH=10.5), Analytik Jena AG
Reactivo 3: fotosensibilizador (luminol), Analytik Jena AG

Aceite esencial de uunt tunchi tunchi (Piper pubinervulum C. DC.)

vV V V VYV V

Aceite esencial de timo (Thymus vulgaris) (blanco positivo)

3.3.1. Preparacion de la muestra por el método lipofilico (ACL)

Se mezcl6 2.3 mL del reactivo 1 con 200 pL del reactivo 2 y 25 pL del reactivo 3

para la medida del blanco.

Posteriormente se afiaden a esta mezcla 25 uL de las muestras diluidas (1:3, v/v) con

el reactivo 1. Cada medida se realiza por triplicado.

3.4. ldentificacion de los compuestos con actividad antioxidante del aceite

esencial de Piper pubinervulum mediante el método TLC-DPPH

El ensayo de depuracion de radicales se llevd a cabo por el método modificado

descrito previamente por (Cavin et al., 1998).
Materiales y equipos

» Micro pipeta de 1000 pL regulable

» Céamara de TLC, tubos eppendorf, balon aforado de 100 mL, pie de rey
» Placas de cromatografia de capa fina con silica gel de 8 x 10 cm.

» Balanza analitica METTLER TOLEDO modelo ML204/01.
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» Espectrofotometro SHIMADZU modelo uvmini — 1240.
> Linomat 5 CAMAG modelo 181039.
> Secadora industrial MASTERFLOW modelo AH-301

» Sorbona ESCO modelo frontier junior
Reactivos

» Metanol, tolueno, éter de petréleo y acetato de etilo
» Aceite esencial de uunt tunchi tunchi (Piper pubinervulum C. DC.)

» Aceite esencial de timo (Thymus vulgaris) (blanco positivo)

TLC- DPPH

30 mgde

aceite mas
1mlde || Aceite para inyectar Preparar ) —>| Fase movil
metanol
Y

| M =tplecasde FColocar en—»( Camarade TLC )

TLC

%v

Banda a: 10
L (blanco -)
Banda b: 20plL
Banda c: 120pL
(blanco +)

Correr la fase movil hasta
que falte 1.cm

Y

Revelar a luz uV 253 nm
y 350 nm,

Conservar en oscuridad
por 30 min y observar

Fuente. Juan Abad y Diana Cabezas
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3.4.1.

3.4.2.

3.4.3.

3.4.4.

3.4.5.

Preparacién de aceite para inyectar

Se pesd 30 mg de aceite de Piper pubinervulum en un tubo eppendorf de 1

mL, a éste se le adicion6 1 mL de metanol grado HPLC.

Elaboracién de la fase movil

Se midi6 con ayuda de una probeta 93 mL de tolueno, 7 mL de acetato de
etilo y 20 mL de éter de petrdleo, se mezcld todo en un balén aforado de 250

mL y se conservo en refrigeracion.

Preparacion de la placa TLC

Se realiz6 la siembra del aceite para inyectar en la placa TLC segun la
metodologia descrita en el Anexo 7.

Se afadio la fase movil en la cdmara de TLC aproximadamente 1 cm de
altura y se dejo en reposo de 1 a 2 min hasta que se sature.

Posteriormente se coloco la placa en la cdmara de TLC y se corrié la fase
movil hasta 1 cm antes del borde superior de la placa.

Se dejo secar en aire frio hasta que la placa no tenga olor.

Revelado de la placa

Se revel6 a luz UV 253 nm y 350 nm con ayuda del revelador CAMAG.

Revelado con DPPH

Se preparo una solucion de DPPH 0,5%.

Se disperso la solucién de DPPH hasta que cubra toda la superficie de la
placa.

Se conservo en oscuridad por 30 minutos, posteriormente se procedio a
observar la decoloracion del DPPH.

Se calcul6 los Rf donde hubo decoloracion.
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3.5. Evaluacion la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Piper
pubinervulum en 2 bacterias gram positivas (Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans), 2 bacterias gram negativas (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa) Yy en 2 levaduras (Candida albicans y Candida

tropicalis) por medio de difusién en disco.

Materiales

» Tubos de ensayo de 10 y 15 mL, cajas petri estériles, vasos de precipitacion
100 y 250 mL.

» Gradilla, celdas plasticas para espectrofotometro, pinzas estériles, asas
plasticas desechables estériles, hisopos de algodon estériles, micropipeta
graduada, puntas de plastico para micropipeta estériles, roll of pack, regla pie
de rey.

» Discos de papel para antibiograma estériles (6 mm de didmetro), discos de
isoconazol y gentamicina (6 mm de diametro).

» Cepas bacterianas KWIK-STIK™ de Microbiologics (Staphylococcus aureus
subsp. Aureus ATCC* 6538P™* Streptococcus mutans ATCC® 25175™,
Escherichia coli ATCC* 8739™, Pseudomonas aeruginosa ATCC* 9027™,
Candida tropicalis ATCC® 13803™%* y Candida albicans ATCC®
10231™%*) cryobank.

Equipos

Balanza analitica METTLER TOLEDO modelo ML204/01.
Incubadora SHEL — LAB modelo 120VAC.

Vortex MIXER modelo VM - 300.

Camara de flujo laminar FORMA SCIENTIFIC modelo 1845.
Espectrofotometro SHIMADZU modelo uvmini — 1240.
Centrifugadora SELECTA modelo 540.

Autoclave TUTTNAVER modelo 3870 M.

V V.V V V V VY
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Reactivos

» Aceite esencial de uunt tunchi tunchi (Piper pubinervulum C. DC.).

» Caldo tripticasa soja (TSB), agar tripticasa soya (TSA), agar nutriente (CM3),

sabouraud dextrosa agar (SDA), Mueller Hinton Agar (MH), dimetilsulfoxido

(DMSO0), suero fisioldgico estéril.

Figura 14. Diagrama de flujo del proceso de difusion en disco segun Kirby-

Bauer
[ v
Revitalizacion Inocular Incubar a 37 °C
de las cepas microorganismo de18a20
( * A largo plazo en Cryobanks KWIK-Stik ™ enTSB horas
| * A corto plazo en cajas petri

|

Revitalizar ~Bacterias 1x10° UFC Estandarizar
acterias 1x -z
Almacenar las cepas las cepas *Levaduras 1.5 x 10° — la suspension

microbianas ATCC microbianas del in6culo
ATCC l
Incubar a 37 °C para _ Hisopa_r los
bacterias y 25°C para . . | microorganismos en
levaduras por 24 hy 48 <«— Colocar los discos (6 mm de didmetro) < cajas Petri
horas respectivamente

Medir el diametro de
los halos formados

S N T—

| \ / \ . \
[ Blanco positivo | | Blanco | [ Referente natural | | Concentraciones de )
\ J\ negativo )\ /| aceite esencial )

*Bacterias: gentamicina. DMSO
*Levaduras: isoconazol

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

3.5.1. Revitalizacion de las cepas KWIK-Stik ™

Se obtuvieron dispositivos KWIK-Stik ™ que son utilizados para pruebas de

sensibilidad microbiana y control de calidad, cuenta con un pellet liofilizado, un

depdsito de fluido hidratante y un hisopo de inoculacién. Para garantizar el uso de los

dispositivos se incluye el procedimiento de forma ilustrativa por Microbiologics,

(2010).

40



Figura 15. Proceso de revitalizacion de las cepas KWIK-Stik ™

Inocular la placa de cultivo primaria haciendo rodar
suavemente el hisopo sobre un tercio de la placa .

<y Utilizando una asa estéril realizar un rayado que facilité el
[ (\ aislamiento de las colonias y finalmente incubar a
temperatura adecuada para el microorganismo.

Aplastar el precipitado en el liquido con el hisopo hasta que
la suspension de pellets este homogénea.

Presionar la ampolla en la parte superior para liberar el
fluido hidratante.

] Mantener en forma vertical para facilitar el flujo por el eje
' hasta que llegue a la parte inferior de la unidad que
L=

contiene el sedimento

Aplastar el precipitado en el liquido con el hisopo hasta que
la suspension de pellets este homogénea.

Fuente: Microbiologics, 2010

3.5.2. Almacenamiento

Para evitar la variacion en la multiplicacion repetida de subcultivos de los
microorganismos se utilizaron cryobanks, que contiene perlas suspendidas en una

solucién criogénica especial, de esta manera se pudo obtener cultivos nuevos.

Figura 16. Tubos de cryobanks con microorganismos

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

41



Figura 17. Diagrama de almacenamiento en cryobanks

( ) fA it hast .
De la placa que contenga un cultivo gl alr . ats al mcotrpora:
fresco obtenido de KWIK-STIK ™(de CO"JP e.ametf.‘ € g a Imtu%S ra f‘
no mas de 18 horas), retire una muestra me '9,[.",“’" 1enao et tuho, els 0
concentrada y disuélvala en el medio permitira -~~~ que ~ 10S
que contiene el tubo. microorganismos se adhieran a
las perlas.
. J _ J
Inmediatamente después almacene . -
el tubo a —70°C 0 en nitrégeno Con una pipeta esteril remueva
liquido del tubo el medio de cultivo
Fuente: Microbiologics, 2010
Figura 18. Revitalizacion de las cepas del cryobank
Tomar una perla del Realizar la siembra sobre Incubar de acuerdo a
cryobank con pinzas | =—=>| el medio de cultivo para |—=—>| las especificaciones
0 puntas estériles. los microorganismos. del microorganismo.

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

42



3.5.3.

Elaboracién de las soluciones de aceite esencial

Se prepararon 10 mL de cada una de las soluciones de aceite esencial de Piper

pubinervulum y del aceite esencial de Thymus vulgaris (referente positivo natural)
utilizando como solvente DMSO en concentraciones de 5%, 2.5%, 1.25%, 0.63%,

0.32%, 0.16%, 0.8%, 0.4%, 0.2% y 0.1%.

Figura 19. Concentraciones de aceite esencial

Piper pubinervulum Thymus vulgaris (Blanco positivo)

3.54.

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Elaboracioén del indéculo microbiano

De un cultivo revitalizado se tomo una porcion de colonias para inocularlas
en un tubo de ensayo con 5 ml de caldo TSB estéril para incubarlo por
aproximadamente 18 a 20 horas a 37 °C.

Trascurrido el tiempo de incubacion, se centrifugd a 3500 revoluciones por
minuto, durante 20 minutos.

Se elimino el sobrenadante para obtener un pellet microbiano al que se le re-
suspendié en 4 mL de solucién fisiologica (0,9 % NaCl), y se agitd en el
vortex hasta obtener una turbidez uniforme.

Se agrego6 de a poco el suero fisiologico estéril para ajustar a una turbidez
similar a 0,200 de absorbancia en una longitud de onda de 655 nm para
bacterias y a 0,15 de absorbancia en una longitud de onda de 530 nm para
levaduras, de esta manera se obtuvo un inéculo de 1 x 10®° UFC para
bacterias y 1.5 x 10° UFC para levaduras.
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Figura 20. Elaboracion del in6culo bacteriano

Tomar una porcion
de colonias ATCC.

Inocular en
caldo TSB
estéril

Ajustar la turbidez
con ayuda del
espectrofotdmetro

revoluciones por minuto

A las 18horas
centrifugar a 3500

Agregar suero
fisiolégico y agitar en

3.5.5. Inoculacion en las placas

el vortex

Eliminar el sobre
nadante.

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Este procedimiento estd basado en la metodologia de Gamazo, Lépez-Gofii, y Diaz

(2005).

e Luego de haber ajustado la turbidez del in6culo se agitd la suspension del

microorganismo para asegurarse que esta bien mezclada con ayuda del

vortex.

e Se sumergid un hisopo estéril en la suspension.

e Se inocul6 en las cajas petri que contenian medio para cada microorganismo

(ver Tabla 17 ), empezando la siembra en la parte superior de la placa

frotando de ida y vuelta de un borde al otro cubriendo toda la superficie del

agar, luego se rota haciendo giros de aproximadamente 60°.
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e Se colocaron los discos de papel para antibiograma previamente estériles, los
discos del blanco positivo se lo colocaron directamente (10 mcg de
gentamicina).

e Una vez colocados los discos en las cajas petri, con una micropipeta graduada
se colocaron 10 pL en cada disco de las diferentes concentraciones tanto del
aceite esencial de Piper pubinervulum, del aceite esencial de Thymus vulgaris
y del blanco negativo (DMSO).

e Finalizadas las cajas petri se las incub6d de forma invierta de acuerdo al

requerimiento de los microorganismos descritos en la Tabla 17.

Tabla 17. Medios de cultivo y de incubacién para los microorganismos

_ _ Medio de Incubacion
Microorganismo

cultivo T°C Tiempo / h | Requerimiento

Staphylococcus aureus
subsp. aureus TSA 37 24 0,
Gram ATCC* 6538P™*

positivos | Streptococcus mutans | Mueller

ATCC® 25175™ Hinton 37 24 CO%5%
Agar
Escherichia coli
CM3 37 24 0,
ATCC* 8739™
Gram
] Pseudomonas Mueller
negativos ] )
aeruginosa ATCC* Hinton 37 24 0O,
9027™ Agar
Candida tropicalis
SDA 25 48 0,
ATCC® 13803T™™*
Levaduras

Candida albicans

SAD 25 48 O,
ATCC® 10231 ™™

Fuente: Microbiologics, 2009
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3.5.6. Medicion de halos

e Después de retirar la placa de la incubadora se la examind detenidamente
para verificar que el crecimiento fue uniforme de tal modo que se pueda
identificar zonas sin crecimiento microbiano.

e Se midio el diametro (mm) de los halos formados con un pie de rey.

Figura 21. Inoculacion de los microorganismos ATCC en las placas

- - Sumergir un hisopo B
Agitar la suspension del | est?é ril en la P Sembrar el indculo en la
microorganismo — - caja Petri con agar
suspension

colocar 10 pL en cada disco de .
R . R Colocar los discos de
Incubar las diferentes concentraciones L
— - antibiograma
Y de aceite

Medir los
sin halos con un Reportar
crecimiento pie de rey datos
(mm)

Examinar
detenidamente la
placa

Identificar
Zonas

con Reportar
crecimiento datos

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas
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3.6.

Identificacién de los compuestos con actividad antibacteriana del aceite

esencial de Piper pubinervulum en Staphylococcus aureus y Escherichia coli

mediante la técnica de bioautografia en cromatografia de capa fina (TLC).

Materiales

>

Tubos de ensayo de 10 y 15 mL, cajas petri estériles, vasos de precipitacion
100 y 250 mL.

» Gradilla, celdas plasticas para espectrofotometro, pinzas estériles, asas
plasticas desechables estériles, hisopos de algodon estériles, micropipeta
graduada, puntas de plastico para micropipeta estériles, roll of pack, regla pie
de rey.

» Placas de cromatografia de capa fina con silica gel de 8 x 10 cm.

» Cepas bacterianas KWIK-STIK™ de Microbiologics (Staphylococcus aureus
subsp. Aureus ATCC* 6538P™¥*, Escherichia coli ATCC* 8739™),

Equipos

» Balanza analitica METTLER TOLEDO modelo ML204/01.

» Incubadora SHEL — LAB modelo 120VAC.

» Vortex MIXER modelo VM - 300.

» Cémara de flujo laminar FORMA SCIENTIFIC modelo 1845.

» Espectrofotometro SHIMADZU modelo uvmini — 1240.

» Centrifugadora SELECTA modelo 540.

» Autoclave TUTTNAVER modelo 3870 M.

» Linomat 5 CAMAG modelo 181039.

Reactivos
» Aceite esencial de uunt tunchi tunchi (Piper pubinervulum C. DC.).
» Caldo tripticasa soja (TSB), agar tripticasa soya (TSA), agar nutriente (CM3),

mueller hinton Agar (MH), suero fisioldgico, metanol, tolueno, acetato de

etilo, éter de petroleo.

47



Figura 22. Diagrama de flujo del proceso de localizacién de los compuestos

activos con la técnica Bioautografia TLC.

— —— T
— —— T -
P \\\ —
e —J
. . T —

. { )
Revitalizar |as cepas Preparacion de la solucién
microbianas ATCC - del aceite

Banda a: 20 pL
Banda b: 10uL

/Inocular microorganismo Banda c: SuL —
en TSB Banda d: 10uL Siembra en la placas TLC
(blanco +)
- -
Incubara 372Cde 18 a Salce g plgc_a cane
fase movil.
20 horas
4 - ; Calcular Rf
Estandarizar la — *Bacterias 1 x 10° UFC alcular
suspension del inéculo
Colocar las placas en caja
Colocar el inoculo y el S petri
revelador en el agar Colocar el agar sobreﬁ |
- AT s <
manteniendo agitacion las placas
constante

Refrigerar por una
hora

/“Incubar a 37 2C pof
24 h

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

3.6.1. Preparacion de aceite para inyectar

» Se pes6d 30 mg de aceite de Piper pubinervulum en un tubo eppendorf de 1

mL, a este se le adicion6 1 mL de metanol grado HPLC.

3.6.2. Elaboracion de la fase movil

* Se midi6 con ayuda de una probeta 93 mL de tolueno, 7 mL de acetato de
etilo y 20 mL de éter de petrdleo, se mezclo todo en un balon aforado de 250

mL y se conservé en refrigeracion.
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3.6.3.

3.6.4.

3.6.5.

Preparacion de la placa TLC

Se realiz6 la siembra del aceite para inyectar en la placa TLC segun la
metodologia descrita en el Anexo 7.

Se afiadio la fase mavil en la camara de TLC aproximadamente 1 cm de
altura y se dejo en reposo de 1 a 2 min hasta que se sature.

Posteriormente se coloco la placa en la camara de TLC y se corrid la fase
movil hasta 1 cm antes del borde superior de la placa.

Se dejo secar en aire frio hasta que la placa no tenga olor.

Revelado de la placa

Se revel6 a luz UV 253 nm y 350 nm con ayuda del revelador CAMAG.

Elaboracién del in6culo microbiano

Se sigue la metodologia descrita en la Figura 20, pag. 44.

3.6.6.

Dilucién en agar.

Este procedimiento esta basado en Ncube, Afolayan, & Okoh, (2008).

3.6.7.

Preparar agar esterilizado con pH de 7,4.

Colocar 0,25 mL de inoculo estandarizado en CM3 para Escherichia coli
ATCC* 8739™, y en MH para Staphylococcus aureus subsp. Aureus ATCC*
6538P™* evitando que se solidifique el agar.

Afadir 0,5 mL de revelador TTC al 1 % y mantener en constante agitacion.

Elaboracion de la placa TLC-Agar

Colocar la placa TLC en la caja petri junto a otra placa de 3 cm x 1 cm

utilizada como blanco negativo.
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+ Agitar constantemente el agar en la estufa para evitar que se solidifique.

» Afiadir 50 mL de agar sobre la placa TLC de manera uniforme evitando que
se formen burbujas de aire.

* Refrigerar por 1 h.

* Incubar a 37 °C por 24 h.

Las muestras de bioautografia en TLC inoculadas con E. coli y S. aureus se las
realizé por duplicado, para verificar su reproducibilidad.

Figura 23. Diagrama de elaboracion de la placa de TLC con agar

Agitar Colocar el agar Refrigerar por Incubar a 37 °C
constantemente en la caja petri 1 hora por 24 h

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Estudio de la actividad antioxidante del aceite esencial de las hojas de

Piper pubinervulum C. DC

Dada la complejidad quimica de los AE, el ensayo de actividad antioxidante puede
arrojar resultados dispersos dependiendo del test empleado. Por lo tanto, es
aconsejable un enfoque con multiples ensayos. Entre la lista de métodos que pueden
usarse para la evaluacion de la actividad antioxidante (TEAC, DPPH, PCL) muy
pocos de ellos son Utiles para determinar la actividad de ambas especies (hidrofilica'y
lipofilica) y asegurar de este modo, una mejor comparacion de los resultados.
(Granados, Yafez, & Santafé Patifio, 2012)

4.1.1. Actividad antioxidante del aceite esencial de las hojas de Piper

pubinervulum C. DC por el método DPPH

En la Tabla 18, se describe las concentraciones de aceite en las soluciones, expresada
en pg / mL y la absorbancia media obtenida de las repeticiones de las lecturas, asi
como las del blanco positivo. Ademas el porcentaje de inhibicion calculado con la

Ecuacion 1.

Ay

A
%! DPPH = x 100

Donde: A= Absorbancia DPPH A;= absorbancia media de la muestra
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Tabla 18. Concentracion, absorbancias medias y porcentaje de inhibicion del
aceite esencial de las hojas de Piper pubinervulum C. DC y Thymus vulgaris

Piper pubinervulum Thymus vulgaris
Concentracion | ABS % de Concentracion | ABS % de
ug / mL media | inhibicion ug / mL media | inhibicion
*0 *1,12 *0 *0 *1,12 *0
0,32 1,07 4,04 0,03 0,97 13,05
0,64 1,02 8,65 0,06 0,93 16,66
1,61 0,96 13,99 0,15 0,83 25,88
3,22 0,88 21,56 0,31 0,71 36,18
6,44 0,76 31,67 0,61 0,55 51,21
16,09 0,63 43,86 1,53 0,29 74,02
32,17 0,39 64,87 3,06 0,05 95,11

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Nota: el signo * representa a los datos de blanco negativo

La Figura 24 y la Figura 25 muestran una asociacion negativa entre los datos de
absorbancia y la concentraciéon de los aceite mostrando una relacion inversamente
proporcional, es decir que a mayor concentracion de los aceites menor es la

absorbancia obtenida.

Figura 24. Absorbancia del DPPH frente a las diferentes concentraciones del
aceite esencial de Piper pubinervulum

Absorbancia DPPH vs Concentracion Ac. Piper
pubinerbulum

1,200
1,000
0,800 -
0,600
0,400
0,200

0,000 : ‘ ‘ ‘
o0 R 0 40 00

Abs. DPPH

Concentracion pg / mL

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas
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Figura 25 Absorbancia del DPPH frente a las diferentes concentraciones del

aceite esencial de Thymus vulgaris

Absorbancia DPPH vs Concentracion Ac.
Thymus vulgaris
1,2
r 1
& 0,8
O 0,6
804
< 0’2 \
0 x B —— \
0 1 2 3 4
Concentracion pg / mL

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

De la Figura 26 y Figura 27 donde se muestran los porcentajes de inhibicion versus
la concentracion de los aceites, se obtuvo la ecuacion logaritmica al tener una

relacion geométrica entre las variables.

Figura 26. Porcentaje de inhibicion del DPPH vs concentracion de aceite

esencial de Piper Pubinervulum

% de inhibicién DPPH vs concentracion Ac. Piper
pubinerbulum

60,000 /
50,000 /é y =12,481In(x) + 12,364
40,000 R?=0,9306

30,000 -

70,000

20,000 -

g Seriesl

10,000

0,000 -
o

% de inhibicién DPPH

Logaritmica (Seriesl)

B R T SN N

Concentracion pg / mL

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas
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Figura 27. Porcentaje de inhibicién del DPPH vs la concentracidn de aceite

esencial de Thymus vulgaris

% de inhibicion DPPH vs concentracion Ac. Thymus vulgaris

100
20 /
80 /
70
=17,845In(x) + 65,727
60 / y , ( )
R?=0,9425
4518 =¢==Seriesl
10

O T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

% de inhibicién DPPH

Concentracion pg / mL

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Para determinar la actividad antioxidante del método DPPH los resultados se
expresan como ICsp, el cual se calculo despejando (x) de la ecuacion obtenida en la
regresion logaritmica y remplazando (y) por 50 correspondiente al 50 % de
inhibicion del radical DPPH.

De tal manera tenemos que:

Ecuacidn 3. 1Cx, del aceite de Piper Ecuacion 4. 1Cs del aceite de Thymus

pubinervulum por el método DPPH vulgaris por el método DPPH

y = 12,481In(x) + 12,364 y = 17,845In(x) + 65,727

x = ozt ) x = o T7iE )

x = 20,399 x = 0414
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Figura 28. Comparacion de la actividad antioxidante del aceite de Piper

pubinervulum y aceite de Thymus vulgaris

IC,,

25
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> Ay

0

ug/mL

T. vulgaris P. pubinervulum
M Seriesl 0,414239367 20,39854357

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

En la Figura 28 se indica el ICs del aceite esencial de P. pubinervulum y T. vulgaris
(blanco positivo) correspondiente a 20,399 pug / mL y 0,414 pg / mL
respectivamente, mostrando que el aceite esencial de P. pubinervulum tiene una
menor actividad antioxidante que el T. vulgaris ya que a valores méas bajos de ICso

mayor la actividad antioxidante. (Padilla, Rincon, & Bou-Rached, 2008)

4.1.2. Actividad antioxidante del aceite esencial de las hojas de Piper

pubinervulum C. DC por el método ABTS

En la Tabla 19 se describe las concentraciones de aceite de las soluciones expresada
en ug / mL y la absorbancia media obtenida de las repeticiones de las lecturas, asi
como las del blanco positivo. Ademas el porcentaje de inhibicion calculado con la
Ecuacion 1.

Ay

%l = x 100

Donde: A= Absorbancia ABTS A;= absorbancia media de la muestra
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Tabla 19. Concentracion, absorbancias medias y porcentaje de inhibicion del

aceite esencial de las hojas de Piper pubinervulum C. DCy Thymus vulgaris

Piper pubinervulum Thymus vulgaris
Concentracién| ABS % de Concentracién| ABS % de

pg / mL /media | inhibicion pug / mL /media | inhibicién
*0 *0,71 *0 *0 *0,74 *0

0,03 0,6 15,47 0 0,7 4,9

0,06 0,52 25,08 0,01 0,69 6,15

0,16 0,49 28,82 0,02 0,61 17,41

0,32 0,43 37,35 0,03 0,56 23,58

0,64 0,38 48,05 0,06 0,51 30,62

1,61 0,17 75,71 0,15 0,42 43,5

3,22 0,08 87,58 0,31 0,34 53,95

4,83 0,04 93,71 0,46 0,28 62,78

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Nota: el signo * representa a los datos de blanco negativo

A partir de la Figura 29 y Figura 30 muestran una asociacion negativa entre los datos
de absorbancia y la concentracién de los aceite mostrando una relacion inversamente
proporcional, es decir que a mayor concentracion de los aceites menor es la

absorbancia obtenida.

Figura 29. Absorbancia del ABTS vs concentracion del aceite esencial de Piper
Pubinervulum

Absorbancia ABTS vs Concentracion Ac. Piper
pubinerbulum

0,800
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< “\

2 0300 \

< 0,200 \
0,100 \
0,000

0,0000 1,0000 2,0000  3,0000  4,0000 50000 60000
Concentracion pg / mL

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas
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Figura 30. Absorbancia del ABTS vs concentracion del aceite esencial de

Thymus vulgaris

Absorbancia ABTS vs concentracion del Ac. de
Thymus vulgaris
0,8
2 06 -
m
<
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<
0,2
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0 0,2 0,4 0,6
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Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

De la Figura 31 y Figura 32, donde se muestran los porcentajes de inhibicion versus
la concentracién del aceite, se obtuvieron las ecuaciones logaritmicas al tener una

relacion geomeétrica entre las variables que son necesarias para los calculos del 1Cx,.

Figura 31. Porcentaje de inhibicion del ABTS vs la concentracion del aceite del
aceite esencial de Piper Pubinervulum

% de inhibicion ABTS vs concentracion Ac. Piper
pubinervulum
100,000
80,000 -
" y = 16,2In(x) + 64,358
E 60,000 RZ = 0[951
< 40,000 - o= Series1
c
S 20,000 r —— Logaritmica (Series1)
o]
< 0,000 - ; : \
2 0,000 2,000 4,000 6,000
S Concentracion pg/ml

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas
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Figura 32. Porcentaje de inhibicién del ABTS vs la concentracidn del aceite del

aceite esencial de Thymus vulgaris

% de inhibicion ABTS vs concentracion Ac. Thymus
70 vulgaris
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Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Para determinar la actividad antioxidante del método ABTS los resultados se
expresan como 1Csg, el cual se determind despejando (x) de la ecuacion obtenida en
la regresiéon logaritmica y remplazando (y) por 50 correspondiente al 50 % de
inhibicion del radical DPPH.

De tal manera tenemos que:

Ecuacion 5. 1Cx, del aceite de Piper Ecuacion 6. 1Cs, del aceite del aceite
pubinervulum del ABTS de Thymus vulgaris del ABTS

y =16,2In(x) + 64,358 y = 11,658In(x) + 67,068

50—64—,358)

X = e( 16,2 w)

X = e( 11,658

x = 0,416 x = 0,231
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Figura 33. Comparacion de la actividad antioxidante del aceite de Piper
pubinervulum y aceite de Thymus vulgaris

1C;,
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T. vulgaris P. pubinervulum
M Seriesl 0,231 0,416

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

En la Figura 33 se indica el ICs, del aceite esencial de P. pubinervulum y T. vulgaris
(blanco positivo) correspondiente a 0,416 pg / mL y 0,231 pg / mL respectivamente,
mostrando que el aceite esencial de P. pubinervulum tiene una menor actividad

antioxidante que el T. vulgaris.

4.1.3. Valoracion de la actividad antioxidante del aceite esencial de Piper

pubinervulum mediante el método de fotoquimioluminiscencia (PCL).

La Tabla 20 indica el valor de la capacidad antioxidante del aceite esencial de Piper
pubinervulum y Thymus vulgaris (blanco positivo) correspondiente a 1,8 umol
Trolox / gy 272,0 umol Trolox / g respectivamente. Presentando el aceite en estudio
una capacidad antioxidante menor al timo ya que a mayor valor de pmol Trolox / g

de muestra mayor es la capacidad antioxidante.

Tabla 20. Analisis ACL

Muestra pmol Trolox / g
Piper pubinervulum 1,8
Thymus vulgaris 272,0

Fuente: AmbrosialLab, 2013

59



4.1.4. ldentificacion de los compuesto con actividad antioxidante del aceite

esencial de Piper pubinervulum mediante el método TLC-DPPH

Con el fin de comprobar y establecer la presencia de fracciones mas activas del
aceite esencial de Piper pubinervulum se realizo el ensayo TLC-DPPH, en la que se
observo la decoloracion de rojizo - violeta a blanco, encontrando tres areas (Rfs =
0,98 > Rf,= 0,68 > Rf; = 0,5) evidenciando actividad.

Figura 34. TLC-DPPH del aceite esencial de Piper pubinervulum y del control

positivo Thymus vulgaris

253nm | 350 nm | Luz normal
Piper pubinervulum | Thymus vulgaris

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Donde: B. a = Aceite de Piper pubinervulum (control negativo); B.b = Aceite de Piper pubinervulum

+ revelador DPPH; B. ¢ = Aceite de Thymus vulgaris + revelador DPPH (Control positivo).

En la Figura 34, se observa que la banda (a) revelada a 253nm y 350 nm posee cinco
Rf correspondientes a la composicion del aceite esencial de P. pubinervulum,

mientras que en la banda (b) con el revelador DPPH se obtuvo tres Rf que
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corresponden a los compuestos con actividad antioxidante mencionados en la Tabla
21. La banda (c) representa el control positivo que evidencia la validez del revelador
DPPH.

Tabla 21. Rf de las fracciones aisladas con actividad antioxidante del aceite

esencial de Piper pubinervulum

Distancia mm

Piper pubinervulum 1 ) 3 4 5 Frente mm
B.a 42,3 55,6 61,52 69,83 82,1 83,2
B.b 42,3 55,6 - - 82,1 83,2
Rf 0,5 0,66 0,73 0,83 0,98

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Donde: B. a = Aceite de Piper pubinervulum (control negativo), B.b = Aceite de Piper pubinervulum

+ revelador DPPH, Rf = frente de referencia.

Nota: el signo — representa fracciones sin actividad antioxidante.

La actividad antioxidante del aceite de P. pubinervulum depende de la localizacion
de las zonas decoloradas, en este caso la identificacion de los compuestos activos
estan determinados por los Rfs = 0,98 > Rf,= 0,68 > Rf; = 0,5 de acuerdo a la
investigacion de Piedra & Coronel (2014) los compuestos para cada uno de estos

son:

» Rfy: Elemicin, (E)—nerolidol, gamma-assaron, assarone e, dimethoxy 5 vinyl
1,2 benzodioxide 4-6, bisabolol <o>, geranyl linalool

» Rf,: Isoeugenol metil éter

» Rfs: B-cariophilene, humulene <a>, B-selinene, bicyclogermacrene, alpha-

bulsene, 7-epi-.alpha.-selinene, delta cadinene.
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Tabla 22. Estructura de los compuestos con actividad antioxidante

Compuestos responsables de actividad antioxidante de Rf 1

Molécula de Elemicin

Molécula de Nerolidol (E)

Molécula de Gamma-asarona

‘ e

T

0

S~
-0”

Molécula de alpha-Bisabolol

Molécula de Geranyl linalol

Compuesto responsable de actividad antioxidante de Rf 2

Molécula de iso-eugenol metil éter
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Compuestos responsables de actividad antioxidante de Rf 5

Molécula de B cariofileno

Molécula de Humulene

Molécula de delta-Selinene

Molécula de

Bicyclogermacrene

Molécula de 7-epi-.alpha.-

Selinene

Molécula de beta-Cadinene

Fuente: (National Center for Biotechnology Information)

De los compuestos activos para Rfs = 0,98 > Rf,= 0,68 > Rf; = 0,5 se puede

determinar segun Murillo, Garcia, & Carrasquero, (2013) que por la presencia de

dobles enlaces y grupos funcionales OH que presentan sus estructuras, poseen

capacidad antioxidante.

En estudios de actividad antioxidante realizados por Delgado & Cuca (2007), Morais

et al. (2007) y Guerrini et al. (2009) han sido mencionados previamente en la

composicion quimica de los aceites del género Piper, los compuestos elemicin,

linalool, isoeugenol, beta cariofileno, alpha humuleno y delta- cadineno, que al

compararlos con nuestra investigacion podemos sugerir que son los responsables de

esta actividad.
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Tabla 23. Bandas con actividad antioxidante del aceite esencial de Thymus

vulgaris
Thymus vulgaris Distancia mm “URiiE
y g 1 2 3 4 mm
Medida de las bandas 48,7 56,6 70,8 82.1 83,2
B.c = Ac. Tomillo +
DPPH (Blanco positivo) i 26.0 : sl 652
Rf 0,58 0,68 0,85 0,98

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Nota: el signo — representa fracciones sin actividad antioxidante.

La actividad antioxidante del aceite de Thymus vulgaris depende de la localizacién
de las zonas decoloradas, en este caso la identificacion de los compuestos activos
estd determinado por los Rf, = 0,98 > Rf,= 0,68 > Rf; = 0,58 de la Tabla 23 y los
compuestos por los que esta conformado el aceite se expresa en la Tabla 24,
atribuyendo su actividad antioxidante al timol, p-cimeno, y-terpineno y acetato de
bornilo — carvacrol segin (Acevedo, Castafieda, Blanco, Cardenas, Reyes, &
Kouznetsov, 2007).

Tabla 24. Componentes mayoritarios del aceite esencial de T. vulgaris
detectados por cromatografia de gases

Indice de Retencion Tiempo de
Nombre % retenciéon
(Adams, 2011) (minutos)
p cimeno 24.81 1020 13.91
alfa terpineno 6.62 1054 16.50
Linalool 1.19 1095 20.44
Timol 32.62 1289 42.22
Carvacrol 0.78 1298 43.07
trans cariofileno 437 1417 51.32
oxido de cariofileno 2.51 1582 57.50
1,2- amc_io dlc_arboxmenzenlco 9.21 No reportado 76.08
(2-etil hexil) mono ester

Fuente: (Escobar, Molina, & Zapata, 2013)
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4.2. Estudio de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de las hojas de

Piper pubinervulum C. DC

Para determinar la actividad antimicrobiana se selecciond la técnica de difusion con

discos en agar para obtener los diametros de halos de inhibicion en bacterias y

levaduras, ademas se realizd la bioautografia para determinar los compuestos con

actividad antimicrobiana.

4.2.1. Actividad antibacteriana por el método de difusion con discos en agar

Tabla 25. Didmetro de los halos obtenidos en mm de las concentraciones de

aceite esencial de Piper pubinervulum C. DC de bacterias gram positivas

Staphylococcus aureus subsp.

Streptococcus mutans ATCC®

Bacterias Aureus ATCC* 6538 P™* 25175™

Corr‘rfgr}tr;afié” 1| 2 3 4|5 | 1|2|3] 4]c:s
48,25 94| 87 | 86 (102101 | 9 |87| - [ 84 | 9
24,13 8,7 | 8.2 - |94| 91 |82 |75|75| 78 | 86
12,06 87 | - 89 (89| 81 | 81 [69|74]| 65 | 7,6
6,08 82| 82 | 81 |82| 83 | 65 66|66 66 | 66
3,09 81| 81 | 81 (81| 81 |62 |63 6 | 6 6
1,54 6 6 6 6 | 6 6 | 6 | 6 | 6 6
0,77 6 6 6 6 | 6 6 | 6 | 6 | 6 6
0,39 6 6 6 6 | 6 6 | 6| 6 | 6 6
0,19 6 6 6 6 | 6 6 | 6| 6 | 6 6
0,10 6 6 6 6 | 6 6 | 6| 6 | 6 6

Nota: el signo — representa que son datos descartables ya que segun la técnica se necesitan 4

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

repeticiones minimas con halos medibles.
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Figura 35. Staphylococcus aureus subsp. Aureus ATCC* 6538PT™*

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Figura 36. Streptococcus mutans ATCC® 25175™

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Tabla 26. Diametro de los halos obtenidos en mm de los blancos positivos y

negativos de las bacterias gram positivas

Staphylococcus aureus subsp.

Streptococcus mutans

Aureus ATCC* 6538P™* ATCC® 25175™
1 2 3 4 5 1] 2 3 4 5
Gentamicina+| 20| 19,5/ 19,5| 20,3 | 19,8 | 27| 27,9| 27,9| 27,2| 27,2
DMSO - 6 6 6 6 6| 6 6 6 6 6

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

66



Tabla 27. Diametro de los halos de inhibicion obtenidos en mm de las
concentraciones de aceite esencial de Piper pubinervulum C. DC en bacterias

gram negativas.

Bacterias Escherichia coli ATCC* | Pseudomonas aeruginosa
8739™ ATCC* 9027™
Corrﬁg'}tr;afié” 1| 2|3 |a|s5|1]2|3]4]s5
48,25 881,87 /83|81|88|79|88 | 8 -
24,13 75,76 (7579 |76 77| 8 |75 | 77|75
12,06 7117 |68 7 |73 6 |6 | 6 6 | 6
6,08 68|67|65|66|67| 6 | 6 | 6 6 | 6
3,09 6| 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Lo 6| 6 6| 6|6 |6 |6 | 6 |6 |6
0,77 6| 6 | 6| 6 | 6 |6 |6 6 6 | 6
0,39 6| 6 | 6 | 6 |6 |6 |6 | 6 6 | 6
0,19 6| 6 6 6 6 6 6 6 6 6
0,10 6| 6 | 6 | 6 |6 |6 |6 | 6 6 | 6

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Figura 37. Escherichia coli ATCC* 8739™

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas
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Figura 38. Pseudomonas aeruginosa ATCC* 9027™

Tabla 28. Diametro de los halos obtenidos en mm de los blancos positivos y

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

negativos de las bacterias gram negativas

Escherichia coli ATCC*

Pseudomonas aeruginosa

8739™ ATCC* 9027™
1 2 3| 4| 5 1 2 3 4 5
Gentamicina + 14| 149|14,7|146|145]| - 16,9 17,2 188| 184
DMSO 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6

Nota: el signo — representa que son datos descartables ya que segun la técnica se necesitan 4

repeticiones minimas con halos medibles.

Tabla 29. Promedio del diametro de los halos obtenidos en mm del blanco
positivo natural (Thymus vulgaris)

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Concentracién
S.aureus | S. mutans | E. coli | P. aeruginosa
mg / mL
48,25 11,25 8,97 9,70 11,43
24,13 9,95 8,27 9,10 9,75
12,06 9,28 8,13 7,58 8,70
6,08 8,93 7,67 7,33 8,18
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3,09 8,53 7,43 6,68 6
1,54 7,58 6,60 6,45 6
0,77 6 6 6,33 6
0,39 6 6 6,28 6
0,19 6 6 6 6
0,10 6 6 6 6
Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas
4.2.1.1. Analisis de varianza de dos vias del aceite esencial de Piper

pubinervulum C. DC bacterias

Para el analisis de varianza de dos vias se ingresaron el promedio de los datos
obtenidos hasta la concentracion de 1,54 mg / mL ya que a concentraciones menores

a 0,77 mg / mL existe resistencia de los microorganismos.

Tabla 30. Promedio del diametro (mm) de los halos de inhibicion de bacterias
gram positivas y gram negativas

Concentracion _ _
mg / mL S.aureus | S. mutans | E.coli | P.aeruginosa

48,25 9,4 8,66 8,24 8,375
24,13 8,6 7,92 7,62 7,68
12,06 8,48 7,3 7,04 6
6,08 8,2 6,58 6,66 6
3,09 8,1 6 6 6
1,54 6 6 6 6
0,77 6 6 6 6
0,39 6 6 6 6
0,19 6 6 6 6
0,10 6 6 6 6

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas
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Tabla 31. Analisis de varianza de dos vias con Statistix 8.0

Analysis of Variance Table for DATOS

Source DF SS MS F P
CONCENTRA 5 18.9539 3.79078 18.30 0.0000
BACTERIAS 3 7.3773 2.45910 11.87 0.0003

Error 15 3.1077 0.20718
Total 23 29.4389
Grand Mean 7.2023 CV 6.32

Tukey's 1 Degree of Freedom Test for Nonadditivity

Source DF SS MS F P
Nonadditivity 1 0.00181 0.00181 0.01 0.9292
Remainder 14 3.10589 0.22185

En la prueba de andlisis de varianza de dos vias se calculd el (F) que es igual a 18,30

para las concentraciones del aceite de P. pubinervulum y 11,87 para las bacterias.

En el caso de las concentraciones debido a que el valor tabulado de (F) es menor al
valor calculado de (F) (2,90 < 18,30) con un alfa de 0,05, se acepta la hipotesis
alternativa en la que al menos una de las concentraciones del aceite esencial de P.

pubinervulum presenta promedios de halo de inhibicion diferente de los demas.

Para las bacterias debido a que el valor tabulado de (F) es menor al valor calculado
de (F) (3.29 < 11.87) con un alfa de 0.05, se acepta la hipdtesis alternativa en la que
al menos una bacteria (Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa) experimental presenta promedios de halo de

inhibicién diferente de los demas.

Para establecer si hay una o varias concentraciones diferentes a las demas y
desempefio bioldgico diferente, se realizd una prueba a posteriori en la que se
comparan los promedios de todos los pares posibles (Tukey HSD All-Pairwise

Comparisons Test), uno para concentraciones y otro para bacterias.
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Tabla 32. Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test de datos para

concentracion

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of DATOS for CONCENTRA

CONCENTRA Mean

C1l 8.6687
C2 7.9550
C3 7.2050
c4 6.8600
C5 6.5250
C6 6.0000
Alpha

Critical Q Value
Error term used: CONCENTRA*BACTERIAS, 15 DF

There are 4 groups

Homogeneous Groups

A
AB
BC
CD
CD
D
0.05 Standard Error for Comparison
4.595 Critical Value for Comparison

(A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

0.3219
1.0457

Donde: C1 = 48,25 mg / mL; C2 = 24,13 mg / mL; C3 = 12,06 mg / mL; C4 = 6,08 mg / mL;
C5=3,09mg/mL; C6 =1,54 mg/ mL

De acuerdo a la Tabla 32 existen cuatro grupos de concentraciones estadisticamente

afines entre si y donde la concentracion (C6) es el punto de quiebre de los datos al no

existir inhibicion y la concentracion (C1) es la que presenta mayor inhibicion.

Estos grupos son:

» Grupo A: 48,25 mg/ mLy 24,13 mg/ mL
» Grupo B: 24,13 mg/mLy 12,06 mg/ mL
» Grupo C: 12,06 mg/mL, 6,08 mg/ mLYy 3,09 mg/ mL
» Grupo D: 6,08 mg/mL, 6,08 mg/mL, 3,09 mg/mLy 154 mg/ mL

La concentracién que sobresale de los grupos que se formaron es de 24,13 mg / mL

al no tener diferencia estadisticamente significativa con la concentracion de 48, 25

mg / mL. Por lo que se asume que a esta concentracion presenta los mejores halos de

inhibicidn.
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Tabla 33. Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test de datos para bacterias

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of DATOS for BACTERIAS

BACTERIAS Mean Homogeneous Groups

S aureus 8.1300 A

S mutans 7.0767 B

E coli 6.9267 B

P aerugino 6.6758 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2628
Critical Q Value 4.077 Critical Value for Comparison 0.7575

Error term used: CONCENTRA*BACTERIAS, 15 DF
There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

De acuerdo a la Tabla 33 existen dos grupos de bacterias, cada uno estadisticamente

afin entre si, siendo estos:

» Grupo A: S. aureus
» Grupo B: S. mutans, E. coli y P.aeruginosa

El microorganismo que sobresale de los dos grupos que se formaron es S. aureus al
tener el rango superior de 8,13 frente a los demas. S. aureus se caracterizo por tener
el halo de inhibicion de mayor didmetro (9.4 mm) y el Unico con actividad en la
concentracion de (3,09 mg / mL) por lo que es el microorganismo mas sensible de las

bacterias utilizadas.

4.2.1.2. Concentracién minima inhibitoria

Al haber determinado el comportamiento de las concentraciones del aceite con las

bacterias mediante el andlisis estadistico, se obtuvo MIC de cada una de las bacterias.

Tabla 34. Concentracion minima inhibitoria en bacterias expresada en mg / mL

BACTERIA | Piper pubinervulum C. DC
Bacterias Gram -

Escherichia coli ATCC* §739™ 6,08 mg/mL
Pseudomonas aeruginosa ATCC* 9027™ 24,13 mg/mL
Bacterias Gram +

Staphylococcus aureus ATCC* 6538P™%* 3,09 mg/mL
Streptococcus mutans ATCC® 25175™ 6,08 mg/mL

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas
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De acuerdo a la Tabla 34 el microorganismo mas sensible dentro del grupo de las
bacterias gram negativas es E. coli al presentar actividad en la concentracion de 6,08
mg / mL y de las gram positivas es S. aureus en una concentracion de 3,09 mg / mL;
a la vez que este mismo microorganismo es el més sensible de todas las bacterias
utilizadas ya comprobado estadisticamente. Sin embargo el microorganismo con
menor sensibilidad es P. aeruginosa al presentar una actividad hasta la concentracion

de 24,13 mg/ mL que es una de las mas altas concentraciones.

4.2.2. Actividad antimicotica por el método de difusion con discos en agar

Tabla 35. Diametro de los halos obtenidos en mm de las concentraciones de

aceite esencial de Piper pubinervulum C. DC de levaduras

L Candida tropicalis ATCC® Candida albicans ATCC®

BRI 13803 10231+

Corr‘rfsr}trrnalf'é” 1| 2| 3| 4|5 | 1 2 3 | 4|5
48,25 10,4| 10,6 | 10,5 | 10,9 | 10,8 | 10,2 | 10,2 | 10,1 | 10 | -
24,13 - 1981|9695 |98 | 98 | 95 | 93 |94 96
12,06 8619292 |92 |95 95 | 91 | 89 | - |93
6,08 84189 | 9 |89 | 9 92 | 87 | 85 |85 ]88
3,09 88|86 | - 87 | 87 | 84 | 84 | 83 |83]86
1,54 84|84 | 84 |85 |83 | 82 | 81 8 |81|81
0,77 8 | 81|81 |82 ]| 8 8 - 8 |76 8
0,39 6 | 6 6 6 6 8 8 8 | 71178
0,19 6 | 6 6 6 6 6 6 6 6 | 6
0,10 6 | 6 6 6 6 6 6 6 6 | 6

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Nota: el signo — representa que son datos descartables ya que segun la técnica se

necesitan 4 repeticiones minimas con halos medibles.
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Figura 39. Candida tropicalis ATCC® 13803™*

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Figura 40. Candida albicans ATCC® 1023 1™*

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas
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Tabla 36. Diametro de los halos obtenidos en mm de los blancos positivos y

negativos de las bacterias gram negativas

Candida albicans ATCC®

Candida tropicalis ATCC®

1023 1™* 13803™*
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Isoconazol 28,2 28 [28,5128,2128,4(20,8| 20 20 21 20,8
DMSO - 6 6 6 6 6 - 6 6 6 6

Nota: el signo — representa que son datos descartables ya que segun la técnica se necesitan 4

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

repeticiones minimas con halos medibles.

Tabla 37. Promedio del didmetro de los halos obtenidos en mm del blanco

positivo natural (Thymus vulgaris)

Concentracion | Candida tropicalis | Candida albicans
mg / mL ATCC® 13803™* ATCC® 10231™*
48,25 13,03 10,95
24,13 10,23 9,90
12,06 9,35 9,43
6,08 8,80 9,08
3,09 8,50 8,83
1,54 8,30 8,45
0,77 8,25 8,25
0,39 6 8,05
0,19 6 6
0,1 6 6

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas
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4.2.2.1. Andlisis de varianza de dos vias del

pubinervulum C. DC

aceite esencial

de Piper

Tabla 38. Promedio del diametro (mm) de los halos de inhibicion de levaduras
del aceite esencial de P. puvinervulum

Concentracion Candida tropicalis Candida albicans
mg / mi ATCC® 13803T™™* ATCC® 10231™*
48,25 10,64 10,1
24,13 9,54 9,52
12,06 9,14 9,16
6,08 8,84 8,74
3,09 8,68 8,4
1,54 8,4 8,1
0,77 8,08 7,92
0,39 6 7,78
0,19 6 6
0,1 6 6

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Para el anélisis de varianza de dos vias se ingresaron los promedios de los datos

obtenidos hasta la concentracion de 0,19 mg / mL porque es el punto de quiebre de la

actividad inhibitoria. La concentracion de 0,10 mg / mL no presenta formacion de

halos de inhibicion por lo que no ingresa en el analisis estadistico.

Tabla 39. Analisis de varianza de dos vias con Statistix 8.0

Analysis of Variance Table for DATOS

Source DF SS MS F P
LEVADURAS 1 0.0089 0.00889 0.04 0.8484
CONCENTRA 8 28.2278 3.52847 15.48 0.0004
Error 8 1.8235 0.22794

Total 17 30.0602

Grand Mean 8.3911 CV 5.69

Tukey's 1 Degree of

Source

Nonadditivity 1
Remainder 7

DF Ss MS
0.49152 0.49152
1.33199 0.19028
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F P
2.58 0.1520



En la prueba de analisis de varianza de dos vias se calcul6 el valor de (F) que es
igual a 0,04 para levaduras y 15,48 para las concentraciones del aceite de P.

pubinervulum.

Para las levaduras debido a que el valor tabulado de (F) es mayor al valor calculado
de (F) (5,32 > 0,04) con un alfa de 0,05, se acepta la hip6tesis nula en la que ninguna
de las levaduras (Candida albicans y Candida tropicalis) experimentales presentan
un desemperio bioldgico diferente, porque los promedios de los halos de inhibicion

son similares.

Para las concentraciones a causa de que el valor tabulado de (F) es menor al valor
calculado de (F) (3,29 < 15,48) con un alfa de 0,05, se acepta la hipétesis alternativa
en la que al menos una de las concentraciones de aceite de Piper pubinervulum

presenta actividad antimicética diferente de los demas.

Para la determinacion de los diferentes grupos significativos se realiz6 una prueba a
posteriori en la que se comparan los promedios de todos los pares posibles de las

concentraciones del aceite esencial de Piper pubinervulum.

Tabla 40. Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test de datos para

concentracion

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of DATOS for CONCENTRA

CONCENTRA Mean Homogeneous Groups

Cl 10.370 A

C2 9.530 AB

C3 9.150 AB

Cc4 8.790 ABC

C5 8.540 ABC

Co 8.250 BC

Cc7 8.000 BC

C8 6.890 CD

C9 6.000 D

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.4774
Critical Q Value 5.767 Critical Value for Comparison 1.9469
Error term used: CONCENTRA*LEVADURAS, 8 DF

There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Donde: C1 =48,25 mg/ mL; C2=24,13 mg/ mL; C3=12,06 mg/ mL; C4 =6,08 mg/ mL; C5 =
3,09mg/mL;C6=154mg/mL;C7=0,77mg/mL; C8=0,39 mg/ mL; C9=0,19 mg/ mL.
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De acuerdo a la Tabla 40 existen cuatro grupos de concentraciones estadisticamente
afines entre si y donde la concentracion (C9) es el punto de quiebre de los datos al no
existir inhibicion y la concentracion (C1) es la que presenta mayor halo de

inhibicion. Los grupos formados son:

» Grupo A: 48,25 mg / mL, 24,13 mg / mL, 12,06 mg / mL, 6,08 mg/ mL y
3,09 mg/ mL

» Grupo B: 24,13 mg/ mL, 12,06 mg/ mL, 6,08 mg/ mL, 3,09 mg/ mL, 1,54
mg/mLy0,77 mg/ mL

» Grupo C: 6,08 mg/ mL, 3,09 mg/ mL, 1,54 mg/ mL, 0,77 mg/ mL y 0,39
mg/ mL

» GrupoD:0,39mg/ mLy0,19mg/ mL

La concentracion de 48,25 mg / mL presentd mayor actividad con un diametro de
inhibicidn superior al tener una mayor rango de 10,37, mientras que la concentracion
mas baja en la que existié actividad antimicética es la de 0,39 mg / mL sobre C.

albicans con un halo de 7,78 mm.

4.2.2.2. Concentracién minima inhibitoria

Una vez ya aceptadas las hipotesis se determino la concentracion minima inhibitoria

de las levaduras.

Tabla 41. Concentracién minima inhibitoria de levaduras expresada en mg / mL

Levaduras . .
Piper pubinervulum C. DC
Aceite esencial
Candida tropicalis ATCC® 13803™* 0,77 mg/ mL
Candida albicans ATCC® 10231™* 0,39 mg/ mL

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Como se indica en la Tabla 41 la levadura mas sensible al aceite de P. pubinervulum

es C. albicans al mostrar actividad a una concentracion de 0,39 mg / mL.
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4.2.3. ldentificacion de los compuesto con actividad antibacteriana del aceite

esencial de Piper pubinervulum.

En esta investigacion no se tomo en cuenta el porcentaje de composicién de cada uno
de los compuestos del aceite esencial porque de acuerdo a Laura Herrera, (2011), la
explicacién de la actividad bioldgica de los AE en muchas ocasiones pareciera estar
definida por un componente mayoritario, sin embargo, los estudios han establecido

que el efecto de un AE es el resultado de la actividad de sus componentes.

Los resultados de actividad antibacteriana por el método de bioautografia puede
detectar al compuesto responsable de la actividad bioldgica y se observa a simple
vista la zona de inhibicién por tener una coloracion blanquecina a diferencia de los

compuestos no activos que mantienen una coloracién rojiza-violeta.

4.2.3.1. Bioautografia (TLC) de Escherichia coli ATCC* 8739™

Del aceite esencial de P. pubinervulum, se observan tres Rf (Rfs = 0,98 > Rf,= 0,68 >
Rf, = 0,5) que poseen compuestos con actividad antibacteriana descritos en la Tabla
42, el blanco negativo presenta una coloracion rojiza-violeta, mientras que el blanco

positivo presenta una zona de inhibicion con decoloracion detallado en la Tabla 43.

Tabla 42. Localizacion de la zona de inhibicion de Escherichia coli en la placas
TLC con el aceite esencial de Piper pubinervulum

Distancia mm Distancia mm
Rep 1 Frent| Rep 2 Frent
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
B.a |48,2] 58,1 | - - | 85| 87 B.a [42,3] 556 | - - 18211 832
B.b| - |581]| - - | 85| 87 B.b |42,3| 556 | - - | 8211 83,2
B.c - - - - - 87 B.c - - - - - 83,2
Rf |0,55( 0,66 | - - 10,98 Rf 105|066 | - - | 0,98 -

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Donde: B. a = Banda con 20 pL de muestra, B. b = Banda con 10 uL de muestra, B. ¢ = Banda con 5

pL de muestra, Rep = repeticion, Frent = Frente de eluyente, Rf = frente de referencia.

Nota: el sigho — representa que son datos no medidos por no existir una decoloracion.
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Tabla 43. Localizacion de zona de inhibicion de blanco positivo (Thymus

vulgaris)
Distancia Distancia
REP 1 Frent | REP 2 Frent
mm mm
1B.d 497 87 B.d 48,8 83,2
Rf 0,571 Rf 0,58

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Donde: B. d = Banda con 10 pL, Frent = Frente de eluyente, Rf = frente de referencia,

Se obtuvo los compuestos que poseen actividad antibacteriana con sus respectivos Rf
de acuerdo a la investigacion realizada por Piedra & Coronel (2014):

» Rfy: Elemicin, (E)—nerolidol, gamma-assaron, assarone e, dimethoxy 5 vinyl
1,2 benzodioxide 4-6, bisabolol <o> y geranyl linalool

» Rf,: Isoeugenol metil éter

» Rfs: Beta-Caryophyllene, alpha-Humulene, beta-Selinene,
Bicyclogermacrene, alpha-Bulsenene, 7-epi-alpha-selinene, delta-Cadinene
1989 095812366

Figura 41. Bioautografia (TLC) de Escherichia coli

TLC con microorganismo y

Control positivo

revelador

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas
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4.2.3.2. Bioautografia (TLC) de Staphylococcus aureus subsp. Aureus ATCC*

6538pT™*

Los Rf obtenidos se detallan en la

Tabla 44, el blanco negativo presenta una coloracion rojiza-violeta, mientras que el

blanco positivo presenta una sola zona de inhibicion que se detalla en la Tabla 45.

Tabla 44. Localizacion de la zona de inhibicion de Staphylococcus aureus

Distancia mm Distancia mm
Rep 1 Frent|Rep 2 Frent
1 23] 4 5 1 21314 2
B.a|491|-|-] -1848|864|B.a|491|-|-]-| 86,4 | 88,4
B.b|491 | -|-| - ([848]84|B.b|491]|-|-|-1 86,4 | 88,4
B.c - -1 - - - 884 | B.c - -1 -1-1864 | 884
Rf | 055 | -|-| - ]0,98 - Rf [055] -] -] -1 0,98 -

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

Donde: B. a = Banda con 20 pL de muestra, B. b = Banda con 10 pL de muestra, B. ¢ = Banda con 5

pL de muestra, Rep = repeticion, Frent = Frente de eluyente, Rf = frente de referencia

Nota: el signo — representa que son datos no medidos por no existir una decoloracién.

Tabla 45. Localizacion de zona de inhibicion del blanco positivo (Thymus

vulgaris)
M.1 Distancia | Frente M. 2 Distancia Frente
mm mm
B.d 48,9 86,4 | B. d 499 88,4
Rf 0,565 Rf 0,564

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas
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En la inhibicion con S. aureus los compuestos activos se determinaron con los Rf

obtenidos que son:

» Rfl: Elemicin, (E)—nerolidol, gamma-assaron, assarone e, dimethoxy 5 vinyl
1,2 benzodioxide 4-6, bisabolol <o>, geranyl linalool

» RIf5: Beta-Caryophyllene, alpha-Humulene, (+)-beta-Selinene,
Bicyclogermacrene, (-)-alpha-Bulsenene, (-)-7-epi-alpha-selinene, (-)-delta-
Cadinene

Figura 42. Bioautografia (TLC) de Staphylococcus aureus

TLC con microorganismo y Control positivo

revelador

Fuente: Juan Abad y Diana Cabezas

En el estudio realizado por Herrera, (2011), el beta-cariofileno, eugenol y linalol
estudiados como moléculas aisladas presentan alta bioactividad, que concuerdan con

los resultados obtenidos en este ensayo.

En estudios realizados por Pino, Méndez & Stashenko, (2009) y Heredia et al.,
(2011) con resultados positivos de la actividad antimicrobiana de aceites esenciales
pertenecientes a la familia Piperaceae, tienen compuestos como: y-cadineno, beta-
selineno, a-humuleno y beta-cariofileno similares al de esta investigacion, por lo que

se sugiere que son los compuestos responsables de la bioactividad de estos aceites.
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La actividad bioldgica del aceite esencial del timo esta relacionada con sus
principales componentes, denominados timol y carvacrol. EI timol tiene efectos
antibacterianos, antifungicos y antihelminticos. En cuanto al carvacrol ha sido
estudiado por sus efectos bactericidas. Todos estos efectos del aceite esencial del
tomillo fueron demostradas por diversos estudios como Higes y Llorente (1996),
Daferera et al. (2000), Bagamboula et al. (2004), Novacosk y Torres (2006), Sokovi¢
et al. (2009) y Centeno et al. (2010) citados por Aspurz, (2011).
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los datos del 1Cs, obtenidos mediante los método DPPH vy
ABTS del aceite esencial de Piper pubinervulum y al existir una relacion
inversamente proporcional, se concluye que el aceite esencial evaluado
presento una baja actividad captadora del radical DPPH y ABTS (20,399 g /
mL) y (0,416 pg / mL) respectivamente, en comparacion con el aceite
esencial de T. vulgaris (0,414 pug / mL) y (0,231 pg / mL) respectivamente.
Ademas mediante el método de fotoquimioluminescencia se concluyo que el
aceite esencial de P. pubinervulum presenta una menor actividad antioxidante
que el aceite esencial de T. vulgaris (1,8 < 272,0 umol trolox / g), por lo tanto
no presenta una actividad antioxidante significativa.

El ensayo de TLC- DPPH evidencié que el aceite de P. pubinervulum
contiene al menos tres sustancias responsables de la actividad antioxidante de
acuerdo a los Rf calculados.

Mediante la técnica de antibiograma se comprobd que el aceite esencial de
Piper pubinervulum posee actividad antimicrobiana frente a las cepas de
estudio en concentraciones desde 24,13 mg / mL, siendo Staphylococcus
aureus la bacteria mas sensible al presentar un halo de inhibicion en la
concentracion de 3,09 mg / mL y Candida albicans la levadura méas sensible
al presentar un halo de inhibicion en la concentracion 0,39 mg / mL,
presentando actividad antimicética significativa.

Mediante el método TLC — DPPH vy de Bioautografia antibacteriana se
determinaron los compuestos que poseen la actividad antibacteriana y
antioxidante, entre ellos estan: Beta-Caryophyllene, alpha-Humulene, (+)-
beta-Selinene, Bicyclogermacrene, (-)-alpha-Bulsenene, (-)-7-epi-alpha-
selinene, (-)-delta-Cadinene, Elemicin, (E)—nerolidol, gamma-assaron,
assarone e, dimethoxy 5 vinyl 1,2 benzodioxide 4-6, bisabolol <a>, geranyl

linalool.
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RECOMENDACIONES

» Evaluar otras partes de la planta para determinar si presentan mayor actividad
antimicrobiana y antioxidante, ademas de comparar la cantidad de
concentracion de los compuestos activos.

» Aislar los compuestos que presentaron actividad antibacteriana para continuar
con estudios citotoxicos y futuras aplicaciones medicinales.

» El aceite esencial de Piper pubinervulum presenta buena actividad
antimicoética por lo que se deberia continuar la investigaciones con otros
microorganismos para trabajar en alternativas como formulacién de

fitofarmacos.
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ANEXOS

Anexo 1. Certificado de analisis de Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC*

&) Microbiologics

6538P™*

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications

Microorganism Name: Staphylococous aureus subsp. aursus
Catalog Number: 0485

Lot Number: 485-138

Refarence Number: ATCCD 6538™

Purity: < 0.1% Total Pellet CFU

Recovery: > 1000 CFUs per Paliet

Passage from Reference: 4

Expiration Date: 201312

Release Information:

Quality Controf Technologist: Christine Candon
Release Date: 2012/2/8

Macrosoplc Features:

gold and darker gold colonies may be presant.
Microscopic Features:
Gram posilive coccl occurring singly, in pairs and in iregular clusters.

Performancs

Mediurn to large, convex, circular, glistaning, smooth, creamy, opague, beta hemolytic - both light SBAP

Method:
Gram Stain (1)

Vitek GF (1)

Phenotypic Features
D-AMYGDALIN
PHOSPHATIDYLINOSITOL PHOSPHOLIPASE C
D-XYLOSE

ARGININE DIHYDROLASE 1
BETA-GALACTOSIDASE
ALPHA-GLUCOSIDASE
Ala.Phe.Pro.ARYLAMIDASE
CYCLODEXTRIN

L-Aspartate ARYLAMIDASE
BETA GALACTOPYRANOSIDASE
ALPHA-MANNOSIDASE
PHOSPHATASE

Leucine ARYLAMIDASE
L-Proline ARYLAMIDASE
BETA GLUCURONIDASE
ALPHA-GALACTOSIDASE
L-Pyrrolydonyl-ARYLAMIDASE
BETA-GLUCORONIDASE
Alanine ARYLAMIDASE
Tyrosine ARYLAMIDASE
D-SORBITOL

UREASE

POLYMIXIN B RESISTANCE
D-GALACTOSE

D-RIBOSE

L-LACTATE alkalinization
LACTOBE
N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE
D-MALTOSE

BACITRACIN RESISTANCE
NOVOBIOCIN RESISTANCE
GROWTH IN 6.5% NaCl
D-MANNITOL

D-MANNOSE
METHYL-B-D-GLUCOFYRANOSIDE
PULLULAN

D-RAFFINOSE

0/129 RESISTANCE (comp.vibrio.)
SALICIN
SACCHAROSE/SUCROSE
D-TREHALDSE

ARGININE DIHYDROLASE 2
OPTOCHIN RESISTANCE

Results

* + 0+ o+

+

+ 4 4+

Other Features/ Challenges: Results

(1% Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive
1) Coagulase (rabbit plasma-tube): positive
1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative
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Anexo 2. Certificado de andlisis de Streptococcus mutans ATCC® 25175™

& Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications

Microorganism Name: Streptococcus mutans
Catalog Number: 0266

Lot Number: 266-19

Reference Number: ATCC® 25175™*
Purity: < 0.1% Total Pellet CFU

Recovery: > 1000 CFUs per Pellet

Passage from Reference: 4

Expiration Date: 2014/09

Release Information:

Quality Control Technologist: Carol J Stanoch
Release Date: 2012/12/5

Macrosopic Features:

and translucent.
Microscopic Features:

Performance

Small gram positive cocci to ovoid cells occurring singly, in pairs and predominately in chains

Medium:

Two colony types; small, circular, dome shaped, entire edge, white and the other is small, circular SBAP

Method:
Gram Stain (1)

Vitek GP (1)

Phenotypic Features
D-AMYGDALIN
PHOSPHATIDYLINOSITOL PHOSPHOLIPASE C
D-XYLOSE

ARGININE DIHYDROLASE 1
BETA-GALACTOSIDASE
ALPHA-GLUCOSIDASE
Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE
CYCLODEXTRIN

L-Aspartate ARYLAMIDASE
BETA GALACTOPYRANOSIDASE
ALPHA-MANNOSIDASE
PHOSPHATASE

Leucine ARYLAMIDASE
L-Proline ARYLAMIDASE
BETA GLUCURONIDASE
ALPHA-GALACTOSIDASE
L-Pyrrolydonyl-ARYLAMIDASE
BETA-GLUCORONIDASE
Alanine ARYLAMIDASE
Tyrosine ARYLAMIDASE
D-SORBITOL

UREASE

POLYMIXIN B RESISTANCE
D-GALACTOSE

D-RIBOSE

L-LACTATE alkalinization
LACTOSE
N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE
D-MALTOSE

BACITRACIN RESISTANCE
NOVOBIOCIN RESISTANCE
GROWTH IN 6.5% NaCl
D-MANNITOL

D-MANNOSE
METHYL-B-D-GLUCOPYRANOSIDE
PULLULAN

D-RAFFINOSE

0/129 RESISTANCE (comp.vibrio.)
SALICIN
SACCHAROSE/SUCROSE
D-TREHALOSE

ARGININE DIHYDROLASE 2
OPTOCHIN RESISTANCE

Resuits

T T

R T T S S S B S S S S SR

+

Other Features/ Challenges: Results
(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative

MEBIBAC-INCSA

Disibuidor para el fcusdor de
MiCHQBiOLOGlCS

{Registro Sanitario AD-541.04-13

\

7.

Brad Goskowicz, President
AUTHORIZED SIGNATURE
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Anexo 3. Certificado de analisis de Escherichia coli ATCC* 8739™

O Microbiologics:

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications

Microorganism Name: Escherichia coli
Catalog Number: 0483

Lot Number: 483-255

Reference Number: ATCC® 8739™*
Purity: < 0.1% Total Pellet CFU
Recovery: > 1000 CFUs per Pellet
Passage from Reference: 4

Expiration Date; 2014/06

Release Information:

Quality Control Technologist: Christine Condon
Release Date: 2012/8/9

Macrosopic Features:

Medium to large, gray, mucoid, convex.
Microscopic Features:

Gram negative straight rod,

Performance

Medium:
SBAP
Method:
Gram Stain (1)

Vitek GN (1)

Phenotypic Features
Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE
ADONITOL
L-Pyrrolydonyl-ARYLAMIDASE
L-ARABITOL

D-CELLOBIOSE
BETA-GALACTOSIDASE

H28 PRODUCTION
BETA-N-ACETYL-GLUCOSAMINIDASE
Glutamyl Arylamidase pNA
D-GLUCOSE
GAMMA-GLUTAMYL-TRANSFERASE
FERMENTATION/GLUCOSE
BETA-GLUCQSIDASE
D-MALTOSE

D-MANNITOL

D-MANNOSE
BETA-XYLOSIDASE
BETA-Alanine arylamidase pNA
L-Proline ARYLAMIDASE
LIPASE

PALATINOSE

Tyrosine ARYLAMIDASE
UREASE

D-SORBITOL
SACCHAROSE/SUCROSE
D-TAGATOSE

D-TREHALOSE

CITRATE (SODIUM)
MALONATE
5-KETO-D-GLUCONATE
L-LACTATE alkalinization
ALPHA-GLUCOSIDASE
SUCCINATE alkalinization
BETA-N-ACETYL-GALACTOSAMINIDASE
ALPHA-GALACTOSIDASE
PHOSPHATASE

Glycine ARYLAMIDASE
ORNITHINE DECARBOXYLASE
LYSINE DECARBOXYLASE
L-HISTIDINE assimilation
COURMARATE
BETA-GLUCORONIDASE
0/129 RESISTANCE (comp.vibrio.)
Glu-Gly-Arg-ARYLAMIDASE
L-MALATE assimilation

ELLMAN

L-LACTATE assimilation

Results

Fa—

+ o+

Other Features/ Challenges: Results

(1) Oxidase (Kovacs): negative
Beta-glucuronidase (E. coli Brath wiMUG): positive

7

s

Brad Goskowicz, President
AUTHORIZED SIGNATURE
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Anexo 4. Certificado de analisis de Pseudomonas aeruginosa ATCC* 9027™

¢ Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications

Microorganism Name: Pseudomonas aeruginosa
Catalog Number: 0484

Lot Number: 484-262

Reference Number: ATCC® 9027 ™*

Purity: < 0.1% Total Pellet CFU

Recovery: > 1000 CFUs per Pellet

Passage from Reference: 4

Expiration Date: 2014/03

Release Information:

Quality Control Technologist: Carol J Stanoch
Release Date: 2012/5/2

Macrosopic Features:

present as small, round, shiny colonies.
Microscopic Features:
Straight or slightly curved gram negative rod.

Performance

Large, flat, circular to iregular shaped, gray with silver sheen. A second colony type may also be

Medium:
SBAP

Method:
Gram Stain (1)

Vitek GN (1)

Phenotypic Features
Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE
ADONITOL
L-Pyrrolydonyl-ARYLAMIDASE
L-ARABITOL

D-CELLOBIOSE
BETA-GALACTOSIDASE

H25 PRODUCTION
BETA-N-ACETYL-GLUCOSAMINIDASE
Glutamyl Arylamidase pNA
D-GLUCOSE
GAMMA-GLUTAMYL-TRANSFERASE
FERMENTATION/GLUCOSE
BETA-GLUCOSIDASE
D-MALTOSE

D-MANNITOL

D-MANNOSE
BETA-XYLOSIDASE
BETA-Alanine arylamidase pNA
L-Proline ARYLAMIDASE
LIPASE

PALATINOSE

Tyrosine ARYLAMIDASE
UREASE

D-SORBITOL
SACCHAROSE/SUCROSE
D-TAGATOSE

D-TREHALOSE

CITRATE (SODIUM)
MALONATE
5-KETO-D-GLUCONATE
L-LACTATE alkalinization
ALPHA-GLUCOSIDASE
SUCCINATE alkalinization
BETA-N-ACETYL-GALACTOSAMINIDASE
ALPHA-GALACTOSIDASE
PHOSPHATASE

Glycine ARYLAMIDASE
ORNITHINE DECARBOXYLASE
LYSINE DECARBOXYLASE
L-HISTIDINE assimilation
COURMARATE
BETA-GLUCORONIDASE
0/129 RESISTANCE (comp.vibrio.)
Glu-Gly-Arg-ARYLAMIDASE
L-MALATE assimilation

ELLMAN

L-LACTATE assimilation

Resuilts
+

Other Features/ Challenges: Results

(1) Oxidase(Kovacs): positive
(1) Motility B Medium: positive

Pseudomonas P Agar: positive (blue-green color diffusing into the

agar)
Growth at 42 C: positive

-

Brad Goskowicz, President
AUTHORIZED SIGNATURE

96




Anexo 5. Certificado de analisis de Candida albicans ATCC® 10231™%*

& Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications

Microorganism Name: Candida albicans
Catalog Number: 0443

Lot Number: 443-228

Reference Number: ATCC® 10231™*
Purity: < 0.1% Total Pellet CFU
Recovery: > 1000 CFUs per Pellet
Passage from Reference: 4

Expiration Date: 2014/05

Release Information:

Quality Control Technologist: Christine Condon
Release Date: 2012/7/13

Macrosopic Features:

Small to medium, white, circular, convex, dull colonies.
Microscopic Features:

Gram positive, ovoidal, budding yeast cells.

Performance

Medium:
Nutrient
Method:
Gram Stain (1)

Vitek YST (1)

Phenotypic Features
L-Lysine-ARYLAMIDASE

L-MALATE assimilation

Leucine ARYLAMIDASE

ARGININE GP

ERYTHRITOL assimilation
GLYCEROL assimilation

Tyrosine ARYLAMIDASE
BETA-N-ACETYL-GLUCOSAMINIDASE
ARBUTINE assimilation
AMYGDALINE assimilation
D-GALACTOSE assimilation
GENTIOBIOSE assimilation
D-GLUCOSE assimilation

LACTOSE assimilation
METHYL-A-D-GLUCOPYRANOSIDE assimilation
D-CELLOBIOSE assimilation
GAMMA-GLUTAMYL-TRANSFERASE
D-MALTOSE assimilation
D-RAFFINOSE assimilation
PNP-N-acetyl-BD-galactosaminidase 1
D-MANNOSE assimilation
D-MELIBIOSE assimilation
D-MELEZITOSE assimilation
L-SORBOSE assimilation
L-RHAMNOSE assimilation

XYLITOL assimilation

D-SORBITOL assimilation
SACCHAROSE/SUCROSE assimilation
UREASE

ALPHA-GLUCOSIDASE
D-TURANOSE assimilation
D-TREHALOSE assimilation

NITRATE assimilation

L-ARABINOSE assimilation
D-GALACTURONATE assimilation
ESCULIN hydrolyse )
L-GLUTAMATE assimilation
D-XYLOSE assimilation

DL-LACTATE assimilation

ACETATE assimilation

CITRATE (SODIUM) assimilation
GLUCURONATE assimilation
L-PROLINE assimilation
2-KETO-D-GLUCONATE assimilation
N-ACETYL-GLUCOSAMINE assimilation
D-GLUCONATE assimilation

Results

T T S S S R T =

+ o+ o+ o+ o+ P N T o +

+ o+ o+

Other Features/ Challenges: Resuits

(1) Germ Tube Test: positive
(1) Chtamydospore production: positive

TMEDIBAC.INC SA,

Distribuidor para el Ecuador de
MICRCBIOLOGICS

(Registro Eanitorio AD-541.04-13

7/

Brad Goskowicz, President
AUTHORIZED SIGNATURE
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Anexo 6. Certificado de andlisis de Candida tropicalis ATCC® 13803™v*

& Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications

Microorganism Name: Candida tropicalis
Catalog Number: 0450

Lot Number: 450-61

Reference Number: ATCCO 13803™*
Purity: < 0.1% Total Pellet CFU
Recovery: > 1000 CFUs per Pellet
Passage from Reference: 4

Expiration Date: 2014/04

Release Information:

Quality Control Technologist: Megan Murn
Release Date: 2012/5/22

Macrosopic Features:

Medium, white, dull, convex, circular colonies.
Microscopic Features:

Gram posifive yeast cells.

Performance

Medium:
Nutrient
Method:
Gram Stain (1)

Vitek YST (1)

Phenotypic Features
L-Lysine-ARYLAMIDASE

L-MALATE assimilation

Leucine ARYLAMIDASE

ARGININE GP

ERYTHRITOL assimilation
GLYCEROL assimilation

Tyrosine ARYLAMIDASE
BETA-N-ACETYL-GLUCOSAMINIDASE
ARBUTINE assimilation
AMYGDALINE assimilation
D-GALACTOSE assimilation
GENTIOBIOSE assimilation
D-GLUCOSE assimilation

LACTOSE assimilation
METHYL-A-D-GLUCOPYRANOSIDE assimilation
D-CELLOBIOSE assimilation
GAMMA-GLUTAMYL-TRANSFERASE
D-MALTOSE assimilation
D-RAFFINOSE assimilation
PNP-N-acetyl-BD-galactosaminidase 1
D-MANNOSE assimilation
D-MELIBIOSE assimilation
D-MELEZITOSE assimilation
L-SORBOSE assimilation
L-RHAMNOSE assimilation

XYLITOL assimilation

D-SORBITOL assimilation
SACCHAROSE/SUCROSE assimilation
UREASE

ALPHA-GLUCOSIDASE
D-TURANOSE assimilation
D-TREHALOSE assimilation

NITRATE assimilation

L-ARABINOSE assimilation
D-GALACTURONATE assimilation
ESCULIN hydrolyse

L-GLUTAMATE assimilation
D-XYLOSE assimilation

DL-LACTATE assimilation

ACETATE assimilation

CITRATE (SODIUM) assimilation
GLUCURONATE assimilation
L-PROLINE assimilation
2-KETO-D-GLUCONATE assimilation
N-ACETYL-GLUCOSAMINE assimilation
D-GLUCONATE assimilation

Results

+ o+ o+

+ 0 o+

+

+ 1 S I S B

+ 4

S i S

Other Features/ Challenges: Resuits

(1) Germ Tube Test: negative
(1) Chlamydospore production: negative

| MEDIBAC-INC SA.

Distribuidor para el fcuador de
MICROBIOLCGICS
{Registro Sanitario AD-541.04-13
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Brad Goskowicz, President
AUTHORIZED SIGNATURE

98




Anexo 7. Pasos para preparar las placas de TLC en el equipo CAMAG Linomat
5 utilizando el software winCATS.

- File
New: (Poner un nombre)

Description: (Poner una descripcion)
Dar click sobre el boton OK

- Seleccionar con el cursos la opcion Sample application.

(7 Eile Instruments Run Administration View Tools Window Help
Dj=(@| =] s8R (@@ 2[%

[ﬂl( sutobiografico.cna® | ¥ Linomat5_181039
6] Anatysis

f D Stationary phase ™ Delindions
[ ssmple application-Linomat 5 [ screcres
W Sample applcation Linomat5_181039
[4 Linomat 5

d"Pfo-“ otk duivaton

m

<] » \TLC Steps L Propemes /.

X Timestamp | Device | Reasecn / Errer |

- Seleccionar la opcién Stationary Phase .
Aqui definir los parametros: Size: 10.0 x 10.0 cm

LA File [nstruments Run Administration View Tools Window Help 5 ”
Dl=|@| =% s8R [@m 2%

IELC autobiografico.cna” | ¥ Linomat5_181039

ENWSIS' Plate - x
SH See: [100x100 em >l ]’
W |.] Semple application-Linomat 5 [100en  x [100cm —] .
Foamat Linomat5_181039
Matenal: [HPTLC plates shea gel B0 F 254
Marwdactueer : [E. MERCK KGad
Barch: I
GLP Code : |
Pre-washng
™ Requred
Mode - |
Solvent =

Nome : [Methanct
Marvdacturer - [E MERCK Fgad

Batgh: |
Diying device ll’_‘:‘,cn

Temperatuee : [120 T
Tine : |20 Minte

i alinin

- Seleccionar la opcion Sample application - Linomat 5
Aqui definir los parametros:

99



Application volumen: 20ul

Sample solvent type: Methanol

Spray gas: N2

- - e ——-— o] |
7 WinCATS - [TLC autobiografico.cna*] E=AE

D[=|a|
RAILC autobiografico.cna’

@Eile Instruments  Run  Administration View Tools ﬂind-ow Help
|| Sk o 2w

¥ LinomatS_181039

- [A] Analysis

= |:| Stationary phase
(- v ﬂ Sample application-Linomat 5

Sequence defaults

Application volurme : |2D | pl

Sample solvent type : |Methan0|

Ingtrument configuration

Spraygas: =

Linomat 5 instrument

Use: |Linomath 181039

J Properties ..
Manual contral ...
Download ...

Analysis info
Current statuz :  Done
Started by : CIVAEI at: 9:30:30  18/09/2013

m

« [+ [\ Linomat 5 General £ Sequence A Layout /

00:04:15

L

Linomat5_181039

NUM

x

Seleccionar la opcién Sequence
Aqui definir los parametros:

Syringe size: 100ul
Number of tracks: 4
Band length: 10.0 mm

Application position Y: (Set manually) 8.0 mm

First application position X:
Distance between tracks:

100



T4 winCATS - TIC sutobic

(7 Eile Jnstruments Eun Administration View Tools Window Help

Dl=l@| el | S8R (@ 2w

[E¥LC autobeografico.cna’ ¥ Linomat5_181039

D Stationary phase
# 2] Sample appiication-Linoenat §

ce: 100 <~ i
T endkengh: [0 o

160
© Ascmate & Mawd 170

¢ (ot manualy | ) ]80 men

«|» [\ Uinomat § General \ Sequence £ Layout /

V 147 1812W023 | CIVABEI

Linomat5_181039

- Dar click derecho sobre Stationary Phase y seleccionar la opcion execute next

step.

- Colocar la placa cromatogréfica sobre el equipo

O] VY

- Presionar Enter en el equipo.
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Anexo 8. Documentacion de la identificacion botanica de Piper pubinervulum

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
INSTITUTO DE INVESTIGACION Y POSGRADO

Quito. 01 de marzo de 2013

Solicitud: Identificacién taxondmica de una planta.

Solicitante: Sefiorita Diana Cabezas

Muestra: Segmento de rama

Resultado:

Familia: PIPERACEAE

Especie: Piper aff. pubinervalum C. DC.

Nombre comun referido por el solicitante: Uunt tunchi tunchi

Atentamente

”
7 >

LT )
‘ A
/ Naerd i
7" Dra. Consuelo Montalvo A.
INVESTIGADORA

Ciudad Universitaria — T

institutoposigradoe gmail.com
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Anexo 9. Documentacién del proceso de destilacién de Piper pubinervulum

FUNDACION CHANKUAP'
Recursos para el Futuro
Macas - Ecuador

PRODUCCION DE ACEITES ESENCIALES

L
Aceitede Pogus  To acht {ondng Destilador de 250 litros J/ @ | @

Fechas de Destilacién:

{Lote de entrada | Cantidad de Mat. prima |Lugar: |Lote de transformacién | Fresco Semiseco | Seco | Cantidad en Libras

‘ Kilos) S AN " .

010113 . ( 21,6 rois. | 010 113 X 4%.6.
PROCEDIMIENTO HORA

Limpiar bien la camara del destilador colocandola posteriormente sobre la cocina. Poner la
malla metdlica. Rellenar con agua hasta al nivel de la malla En la destilacién de Clrcuma y '4\'! iS5
Jengibre poner la tela sobre la malla metélica, evitando el paso de los rizomas al fondo del
destilador.

Poner la materia prima sin dejar paso para el vapor, poner la segunda malla metalica y 1hz2o.
comprimir. Poner la tapa con el refrigerante sobre el cilindro y cerrar. Comprobar las )
conexiones de agua, la entrada abajo y la salida arriba. Revisar la manguera de retorno de
agua al destilador y llenar con un litro de agua la bureta.

Encender el fuego y abrir el agua de enfriamiento. Controlar la destilacion hasta que no se 7&h35
separa mas aceite esencial. )

Apagar el fuego recoger el contenido de la bureta en un embudo separador y separar el aceite | .

esencial en un vaso de vidrio. ] 4 has -
Recoger el aceite esencial en un cilindro graduado (probeta) para calcular cantidad y \‘
rendimiento. Lh4o-
Medir parametros de calidad ” 1haz.
Poner el aceite esencial en un frasco de vidrio oscuro limpio, con etiqueta y niimero de lote.
FICHA DE CONTROL
: CONTROL EN FASE CONTROL DE
PARAMETROS RANGO DE PROCESO CONTROL FINAL CALIDAD
Aspecto Liquido ConE .
Coior Amarillo Coy*
Olor kmm\\\ Dbsweo ¥
Envase Limpio y lotizado -
Cantidad Rendimiento ml/kg: | Nota:
producida: (ml) )
03 -
inl. Tiempo minutos
540 -
ERVIS S
% Responsable Produccién Control de Calidad Contabllldad
CENTRO DE ACOPIO
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