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RESUMEN

El presente estudio ha sido realizado con el objeto de determinar la actividad
antibacteriana in vitro del extracto acuoso de Solanum tuberosum (papa fermentada)
y del aceite esencial Thymus vulgaris (tomillo), frente a cepa Staphylococcus aureus.
Método experimental in vitro. Se efectu6 en tres etapas: la primera etapa, que
consistié en un estudio piloto, la segunda etapa, correspondié a la realizacion de la
marcha fitoquimica para ambas muestras y, la tercera, al sembrado con cepa
liofilizada de Staphylococcus aureus ATCC® 29213TM en agar Miuller-Hinton,
utilizando la técnica de difusién en agar con discos impregnados. Se trabajaron 5
placas con discos de cefalexina 30ug y del extracto acuoso al 5 por ciento de
Solanum tuberosum (chufio negro), 5 placas con aceite esencial de Thymus vulgaris
(tomillo) al 90 por ciento. Los resultados de la marcha fitoquimica del extracto acuoso
del Solanum tuberosum (chufio negro) presenta aminoacidos, alcaloides vy
flavonoides (antocianinas). En el aceite esencial del Thymus vulgaris se presentan
terpenoides, taninos y compuestos fendlicos. Los resultados del halo de inhibicion del
extracto acuoso del Solanum tuberosum (chuiio negro) 20,8 + 0.3mm, Thymus
vulgaris (tomillo) 15.7 + 0.3mm y cefalexina 31.2 £ 0.3mm. Se concluye que frente a
cepa Staphylococcus aureus el extracto acuoso de Solanum tuberosum (chufio
negro) tiene actividad antibacteriana considerada como sensible segiun CLSI y
sumamente sensible para Duraffourd, y en el caso del aceite esencial Thymus
vulgaris (tomillo), actividad antibacteriana intermedia, segun CSLI, y muy sensible

para Duraffourd.

Palabras clave: Aceite esencial, actividad antibacteriana, extracto acuoso, papa

fermentada, Solanum tuberosum, Thymus vulgaris, Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

The present study has been carried out in order to determine the in vitro antibacterial
activity of the aqueous extract of Solanum tuberosum (fermented potato) and of the
essential oil Thymus vulgaris (thyme), against the Staphylococcus aureus strain. In
vitro experimental method. It was carried out in three stages: the first stage, which
consisted of a pilot study, the second stage, corresponded to the performance of the
phytochemical march for both samples and, the third, to the sowing with lyophilized
strain of Staphylococcus aureus ATCC® 29213TM in agar Mdller-Hinton, using the
agar diffusion technique with impregnated discs. Five plates with cephalexin discs
30ug and 5 por ciento aqueous extract of Solanum tuberosum (black chufio), 5 plates
with essential oil of Thymus vulgaris (thyme) 90 por ciento were worked. The results
of the phytochemical march of the agueous extract of Solanum tuberosum (black
chuio) present amino acids, alkaloids and flavonoids (anthocyanins). In the essential
oil of Thymus vulgaris terpenoids, tannins and phenolic compounds occur. The
results of the inhibition halo of the aqueous extract of Solanum tuberosum (black
chufio) 20.8 + 0.3mm, Thymus vulgaris (thyme) 15.7 £ 0.3mm and cephalexin 31.2 +
0.3mm. It is concluded that against a Staphylococcus aureus strain the aqueous
extract of Solanum tuberosum (black chufio) has antibacterial activity considered as
sensitive according to CLSI and extremely sensitive for Duraffourd, and in the case of
the essential oil Thymus wvulgaris (thyme), intermediate antibacterial activity,

according to CSLI, and very sensitive for Duraffourd.

Keywords: Essential oil, antibacterial activity, aqueous extract, fermented

potato, Solanum tuberosum, Thymus vulgaris, Staphylococcus aureus.



INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es una bacteria que constituye causa comun de infecciones
representando un riesgo mortal para la humanidad. Esta bacteria forma parte de la
flora natural del ser humano y posee una gran capacidad adaptativa. En la actualidad
alguna cepas aisladas de Staphylococcus aureus presentan resistencia a la
penicilina. Generalmente los farmacos utilizados para combatir estas infecciones
presentan efectos secundarios, por lo que se pretende buscar otras formas de

tratamiento como una buena opcion en la actualidad.

Tomando como base esta problematica, el propdsito de este estudio fue determinar
la actividad antibacteriana in vitro del extracto acuoso de Solanum tuberosum (papa
fermentada) y del aceite esencial Thymus vulgaris (tomillo) frente a cepa
Staphylococcus aureus con la finalidad de incorporar la utilizacion de plantas
aplicadas en la medicina tradicional en el Per(, como es la papa procesada de forma
ancestral y del aceite esencial del tomillo, verificando el efecto farmacolégico

esperado y que se use como medicina alternativa.

La presente tesis que expone la estructura, marco tedérico, proceso metodoldgico,
conclusiones y recomendaciones de la investigacion realizada, consta de cinco

capitulos y sus correspondientes anexos.

El capitulo | presenta el planteamiento del problema, describiendo e identificando la
realidad problematica, objetivos, justificacion del estudio y limitaciones de la

investigacion.

El capitulo Il desarrolla el marco tedrico, detallando los antecedentes nacionales e
internacionales, asi como las bases legales en que se sustento el presente trabajo.

El capitulo 1l explica la metodologia usada, el tipo de investigacion, la forma de

recoleccién de datos.



El capitulo IV corresponde a la presentaciéon y analisis de los resultados.

El capitulo V corresponde a las conclusiones a las cuales se arribd y

recomendaciones para futuros estudios.

Finalmente, se presentan las referencias bibliograficas y los anexos.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion de la realidad problemética

Las enfermedades infecciosas, en la actualidad, son un problema de salud
mundial, causadas por cepas patdégenas bacterianas resistentes (1); debido al
uso desmedido de antimicrobianos, se genera un alza de la resistencia
bacteriana (2), siendo este un fendmeno mundial por el uso irracional de los
antibioticos, entre otras causas, declarado como una situacion sumamente
dramética por la OMS, la Organizacion Panamericana de la Salud y los
Ministerios de Salud de distintas naciones. Las cifras sefialan que todos los
aflos aproximadamente 700 000 personas mueren por infecciones causadas
por bacterias resistentes a los medicamentos disponibles. En el 2016 se produjo
mas de 200 000 muertes por afio en neonatos debido a la resistencia a los
antimicrobianos. Entre las bacterias implicadas en este fenGmeno creciente,
estan las Gram positivas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus sp coagulasa
negativa, Enterococcus sp, etc. y las Gram negativas: Enterobacterias y

bacterias no fermentadoras (3).

La creciente tasa de resistencia de Staphylococcus aureus a diversos
antibioticos ha producido una amplia busqueda de antibidticos de alta
efectividad. Esta bacteria coloniza la piel y mucosas de personas sanas
pudiendo producir enfermedad por toxinas o superantigenos, invadiendo

organos o tejidos, originando necrosis tisular, con capacidad de originar



metastasis por via hematégena y bacteriemia persistente pudiendo estar

inactivo para reactivarse después de meses 0 afos (4).

Siendo causante de infecciones con mayor frecuencia en todas las edades, la
tasa de infeccidon en nifios, es aproximadamente de 30 casos por cada 100.000
habitantes (5).

El tratamiento 6ptimo se realiza con dosis alta de un antibi6tico o asociaciones
de este, como cefalosporinas (especialmente las de primera generacion) y los
carbapenems. En situaciones clinicas con una elevada tasa de mortalidad se
realiza la eleccion de antibidticos o asociaciones de antibioticos de demostrada

actividad in vitro (4).

Estudios en el pais indican que un 40 y 60 por ciento de la poblacion se auto
médica. A nivel mundial mas de 50 por ciento de todos los medicamentos se
recetan o dispensan de forma inadecuada y el 50 por ciento de los pacientes lo
toman de manera incorrecta. Convirtiéendose en una problemética mundial ya

gue puede ocasionar tanto riesgos en la salud y en la vida (6).

En los paises en vias de desarrollo un 90 por ciento de la poblacion usa
medicina tradicional (7). En el afio 2002 la OMS, lanzé una estrategia sobre
medicina tradicional alentando la realizacion de investigaciones y asi facilitar a
los paises la exploracion de nuevas alternativas utilizadas en la medicina
tradicional con la finalidad de mejorar la salud y bienestar de la poblacion,
reduciendo al minimo los riesgos de utilizacion de remedios de eficacia no
demostrada o de una utilizacion inadecuada, estrategia que debe ser aplicada

en nuestro pais debido a su extensa biodiversidad (8).

En el aflo 2007, el Colegio Médico del Peru realiz6 una Cumbre internacional,

conocida como La Declaracion de Lima, la cual reconoce la importancia de la



medicina tradicional y recomienda su armonizacion y estructuracion con los

sistemas de salud oficiales en cada pais (7).

Siendo un problema de salud publica es necesario generar nuevas alternativas

gue den solucion a la resistencia bacteriana.

La medicina tradicional ayuda en la busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas; como por ejemplo el Solanum tuberosum (papa fermentada) que
son tradicionales y hoy en dia existen estudios que demuestran importantes
propiedades medicinales (9); como efectos antioxidantes (10) y citoprotectores.
(11), asi como en el caso del Thymus vulgaris cuyos estudios demuestran la
existencia del timol conocido por sus propiedades terapéuticas (12). Sin

embargo, se requiere seguir investigando mas sobre estas plantas medicinales.



1.2. Identificacion y formulacion del problema

1.2.1. Problema general

¢, Cual es la actividad antibacteriana in vitro del extracto acuoso Solanum
tuberosum (papa fermentada) y del aceite esencial de Thymus Vulgaris

(tomillo) frente a cepa Staphylococcus aureus?

1.2.2. Problemas especificos

1. ¢El extracto acuoso de Solanum tuberosum (papa fermentada)

tendra metabolitos bioactivos?

2. ¢El aceite esencial de Thymus vulgaris (tomillo) tendra metabolitos

bioactivos?

3. ¢Cudl es la actividad antibacteriana in vitro del extracto acuoso de
Solanum  tuberosum (papa fermentada) frente a cepas

Staphylococcus aureus?

4. ¢Cudl es la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de

Thymus vulgaris (tomillo) frente a cepas Staphylococcus aureus?



1.3. Objetivos de lainvestigacion

1.3.1. Objetivo general

Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto acuoso de

Solanum tuberosum (papa fermentada) y del aceite esencial Thymus

vulgaris (tomillo) frente a cepa Staphylococcus aureus.

1.3.2. Objetivos especificos

1.

Identificar los tipos de metabolitos bioactivos presentes en el extracto
acuoso de Solanum tuberosum (papa fermentada).

Identificar los tipos de metabolitos bioactivos presentes en el aceite

esencial de Thymus vulgaris (tomillo).

Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto acuoso de
Solanum tuberosum (papa fermentada) frente a cepas

Staphylococcus aureus.

Determinar la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de

Thymus vulgaris (tomillo) frente a cepas Staphylococcus aureus.



1.4. Justificacion

La investigacion realizada se justifica en proveer sustento cientifico al uso de
productos naturales de uso popular, que hoy en dia esta siendo cada vez mas
aceptada en todos los estratos sociales. Esta aceptacidon es debido a la
resistencia intrinseca de especies patdégenas y las constantes apariciones de
cepas resistentes a los antibioticos convencionales, que obligaron a la
poblacion a buscar nuevas alternativas terapéuticas, pero con estudios

cientificos que sustenten sus propiedades medicinales.

Ante esta probleméatica fue conveniente realizar un estudio experimental
demostrando que el extracto acuoso de Solanum Tuberosum y el aceite
esencial Thymus vulgaris son una buena alternativa terapéutica para el control
de las bacterias Staphylococcus aureus, dando una solucion al problema de
resistencia bacteriana. De esta manera la administracion de remedios
tradicionales podrian mejorar el acceso a la atencion de salud al ser usado en el
sistema oficial de salud, garantizando su control.

La importancia del presente estudio radica en la busqueda de productos
alternativos de comprobada accion antibacteriana las cuales se puedan obtener
de la flora o fauna propia del pais y de nuevos agentes antibacterianos.
Asimismo, sirva como base para estudios futuros en la préactica profesional e

investigativa.

1.5. Limitaciones de lainvestigacion

La presente investigacion tuvo como limitacion principal la obtenciéon de la cepa

Staphylococcus aureus.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

2.1.1. Antecedentes Nacionales

LOPEZ Y. (2017), realiz6 un estudio experimental titulado “Efecto
inhibitorio in vitro de Solanum tuberosum (papa fermentada) comparado
con vancomicina y oxacilina sobre cepas de Staphylococcus aureus”.
Obteniendo como resultado que Staphylococcus aureus fue muy
sensible frente al extracto al 25 por ciento (17,75 £ 1,05 mm), mientras
gue en el extracto al 50 por ciento y el extracto al 100 por ciento fue
sumamente sensible obteniendo como resultados: (22,17 + 0,94 y 25,42
+ 1,62 mm respectivamente), los resultados de la CMI fue: 500 mg /dL
(extracto al 50 por ciento). Los compuestos fitoquimicos encontrados en
el extracto acuoso principalmente fueron compuestos fendlicos y
aminoacidos libres. Con estos resultados se confirmé la hipétesis de
manera positiva concluyendo que Solanum tuberosum (papa
fermentada) posee efecto inhibitorio in vitro sobre cepas de

Staphylococcus aureus comparado con vancomicina y oxacilina (13).

VIDAURRE C. et al. (2016), realizaron un estudio experimental que se
titula “Extraccion, caracterizacion y evaluacion del efecto antimicrobiano

a diferentes concentraciones del aceite esencial de tomillo (Thymus



Vulgaris) en carne de pollo deshuesada almacenada en refrigeracion”.
Mostrando que con tratamientos con una concentracion de 2500 ppm de
aceite esencial de tomillo permiti6 mantener por mas tiempo las

caracteristicas sensoriales de la carne de pollo (14).

PESANTES P. (2015), realiz6 un estudio experimental titulado “Efecto
antibacteriano in vitro de Solanum tuberosum (papa fermentada) en
cepas de Escherichia coli comparado con gentamicina y ceftriaxona”,
donde buscé demostrar el efecto antibacteriano in vitro con cepas
aisladas de urocultivos, dando como resultado que el extracto posee
efecto antibacteriano sensible en un 90 por ciento comparado con
gentamicina que s6lo mostro 43.3 por ciento. El efecto antibacteriano
intermedio o moderadamente sensible para el extracto fue un 6.7 y 30
por ciento para gentamicina, el extracto tuvo baja resistencia con 3.3 por
ciento y gentamicina obtuvo 26.7 por ciento. La comparacion del efecto
antibacteriano frente a ceftriaxona obtuvo una accion antibacteriana
sensible a un 20 por ciento y un 60 por ciento para ceftriaxona, el efecto
moderadamente sensible o con efecto intermedio fue a un 73.3 por
ciento para el extracto y un 36 por ciento para ceftriaxona; el extracto
presento resistencia a un 6.7 por ciento y ceftriaxona a un 3.3 por ciento.
Concluyendo que el extracto tiene accion antibacteriana frente
Escherichia coli y que es moderadamente sensible frente a la ceftriaxona

siendo mayor la gentamicina (15).

AGUILAR N. (2015), realiz6 un estudio que se titula “Actividad
antibacteriana in vitro del aceite esencial de Thymus vulgaris "tomillo"
sobre bacterias prevalentes en patologias de origen endoddntico”. Para
determinar la actividad antibacteriana en concentraciones de 50 por
ciento, 30 por ciento, 15 por ciento y 7.5 por ciento se usaron las cepas
de Fusobacterium nucleatum y Enterococcus faecalis y como control

positivo la clorhexidina al 2 por ciento. Obteniendo como resultados con
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las cepas de Fusobacterium nucleatum que los halos de inhibicion
aumentaron al aumentar la concentracion, explicando que el efecto es
debido a la presencia de timol y carvacrol en planta. Los halos
inhibitorios que también fueron mayores que los del grupo control
positivo, en 3mm Fusobacterium nucleatum y de 5mm Enterococcus
faecalis por lo que concluye que el aceite esencial trabajado es mas
afectivo que la clorhexidina y lo considera como una posible alternativa

para reducir las colonias bacterianas del conducto radicular (16).

SANDOVAL M. et al. (2015), realizaron un estudio con disefio basico-
experimental in vivo titulado “Efecto antioxidante y citoprotector del
tocosh de Solanum tuberosum ‘papa’ en la mucosa gastrica de animales
de experimentacion” (15), con 60 ratas separadas en 6 grupos: Grupo |
(GI) NaCl 0,9 por ciento, 10 mL/kg; Grupo Il (Gll) etanol al 70 por ciento
a 10 mL/kg; Grupo (GlIl, IV y V) Tocosh equivalente a 900 mg/kg, 1 800
mg/kg y 2 700 mg/kg, respectivamente, y Grupo VI (GVI) sucralfato 30
mg/kg., obteniendo el tejido géastrico de las ratas por laparotomia
abdominal a la hora de haber sido administrado el etanol para producir la
injuria. Se identific6 en la marcha fitoquimica compuestos fendlicos,
alcaloides, triterpenoides y esteroides, azlUcares reductores y
aminoécidos libres como metabolitos secundarios. Los resultados fueron:
las dosis de 2 700 mg/kg y 900 mg/kg resultaron en 0,72 y 1,81 nmol/g
tejido de lipoperoxidacion, respectivamente. Mientras que la dosis de 1
800 mg/kg protegié un 97 ciento del area de la mucosa gastrica, 2 700
mg/kg un 95 por ciento y la de 900 mg/kg, 88 ciento (p<0,05). La dosis
de 1 800 mg/kg exhibié mejor efecto citoprotector y la de 2 700 mg/kg
mejor actividad antioxidante, comparada con sucralfato 30 mg/kg. Por lo
gue se concluyo que el tocosh de Solanum tuberosum ‘papa’ tiene efecto

citoprotector y actividad antioxidante (17).
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MENESES R. (2015), realizé un estudio que se titula “Efecto antiséptico
de un enjuague bucal, formulado con el aceite esencial Thymus vulgaris
L. “tomillo”, frente al Streptococcus mutans ATC 25175”, donde
determiné el grado de sensibilidad bacteriana en funcién al tamafio de
los halos inhibitorios, permitiendo obtener la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI), usando como grupo control positivo enjuague bucal
Listerine y como negativo el vehiculo hidroalcohdlico, demostrando que
el enjuague bucal formulado con el aceite esencial Thymus vulgaris L
“tomillo”, inhibian el crecimiento del Streptococcus mutans, a las tres
concentraciones (0.5 por ciento, 1 por ciento y 1.5 por ciento) pero el
resultado muestra que el Listerine, tiene un grado mayor de diferencia
significativa y que la CMI del enjuague con el aceite esencial es de 0.5
por ciento, concluyendo que el enjuague con el aceite esencial de
Thymus vulgaris L. “tomillo” presentaba el efecto antiséptico frente

Streptococcus mutans que es causa de caries dentales (18).

SOTO M. et al. (2014), realizaron un estudio con disefio experimental,
titulado "Actividad antinociceptiva y antibacteriana de los alcaloides
totales de dos especies de la familia Solanaceae.” Se us6 las hojas
frescas de Solanum multifidum Lam y Lycianthes y 80 ratones, aplicando
la técnica de difusiébn en agar con discos impregnados, se trabajé con
tres cepas: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli
(ATCC 25992) y Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853), obteniendo
alcaloides totales en ambas especies, estos presentaron actividad
antinociceptiva a las dosis de 2,5 mg/kg, 5 mg/kg y 10 mg/kg, mostrando
mayor porcentaje de inhibicién, a dosis de 10 mg/kg, ademas que los
alcaloides presentes inhibieron el crecimiento de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, y Pseudomona aeruginosa, a concentraciones de 2
mg/mL y 4 mg/mL, hallando mayor efecto antibacteriano en S. aureus y
concluyendo que existe actividad antinociceptiva y antibacteriana de los

alcaloides totales de ambas especies (19).
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ROJAS J. et al. (2012), realizaron un estudio titulado “Evaluacion del
efecto anti-Trypanosoma cruzi del aceite esencial de Thymus vulgaris L
(tomillo) y su principal componente, timol, en ratones”, donde estudiaron
el efecto anti-Trypanosoma cruzi y se compar6 el aceite esencial del

tomillo y el timol en un estudio experimental in vitro, midiendo el

resultado de la parasitemia; se encontré una reduccién significativa en el
namero tripomastigotes y amastigotes y de infiltrados inflamatorios en
tejido cardiaco en el estudio histopatol6gico; concluyendo que ambos

tienen efecto anti-Trypanosoma cruzi in vivo, en ratones (20).

2.1.2. Antecedentes Internacionales

PANCHI L. (2016), realiz6 un estudio in vitro que se titula “Efecto
antimicrobiano de los extractos de las hojas de tomillo (Thymus vulgaris)
y de las pepas de ajo (Allium sativum) sobre las cepas de Enterococcus
faecalis. Estudio in vitro”. Para evaluar el efecto antibacteriano de hojas
de tomillo y pepas de ajos frente a Enterococcus faecalis causantes de
infeccion de los conductos radiculares demostraron que el extracto de
tomillo no tiene efecto antibacteriano a diferencia de las pepas de ajo.
(21).

AMANPOUR R. et al. (2015), realizaron un estudio experimental in vitro
titulado “Efectos antibacterianos de la cascara Solanum tuberosum
extracto etandlico”, para investigar los efectos antibacterianos del
extracto etandlico de Solanum tuberosum in vitro sobre Streptococos
pyogenes, Staphylococcus aureus PTCC 1113, Pseudomonas PTCC
1430 y Klebsiella pneumoniae PTCC 1053; dando como resultados que
el extracto etandlico de la cédscara de Solanum tuberosum posee
propiedades antibacterianas, ademas de determinar que poseen
compuestos fendlicos llamados flavonas y antocianinas conocidas por
Sus acciones antibacterianas, antivirales y anti fungicas, siendo mayores
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en bacterias Gram positivas, especialmente S. aureus (0,62 = 0,00
mg/ml) y S. pyogenes (1,25 + 0,00 mg/ml), en comparacién a Gram-
negativas, P. aeruginosa (8,33 + 2,88 mg/ml), sin tener efecto frente a K.
pneumoniae (22).

MATIZ G. et al. (2015), realizaron un estudio experimental titulado
“Actividad antibacteriana in vitro de diecinueve aceites esenciales frente
a bacterias asociadas al acné”. Bacterias como Propionibacterium acnés,
Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus, demostrando que
s6lo 7 de los 19 aceites fueron capaces de inhibir el crecimiento
bacteriano en mas del 90 por ciento para las tres cepas. La
concentraciéon minima inhibitoria oscilé entre 300 y 900 ppm. Los aceites
esenciales que alcanzaron las mas bajas concentracion minima
inhibitoria fueron en orden: tomillo (Thymus vulgaris L.), canela

(Cinnamomum verum J. Presl) y clavo (Eugenia caryophyllata T.) (23).

ROJAS M. et al. (2014), realizaron un estudio experimental que se titula
“Actividad antibacteriana de aceites esenciales sobre Pectobacterium
carotovorum subsp. Carotovorum”, para identificar las actividades
antibacterianas de: “Thymus vulgaris L. (tomillo), Pimpinella anisum L.
(anis), Citrus sinensis (L.) Osbeck. (Naranjo dulce), Ocimum basilicum L.
(albahaca blanca), Curcuma longa L. (curcuma), Ruta chalepensis L.
(ruda) y Melaleuca quinquenervia (Cav) S.T. Blake (melaleuca) sobre
Pectobacterium  carotovorum subsp. Carotovorum”), hallandose
monoterpenoides como el timol (57 por ciento), el p-cimeno (14,7 por
ciento) y el g- terpineno (14,1 por ciento), siendo el timol que demostré
un elevado efecto antibacteriano principalmente el de tomillo (CMI =
CMB = 0,1 ciento) (24).

KIM J. et al. (2013), realizaron un estudio experimental titulado “PG2,-

un potente AMP (adenosin mono fosfato ciclico) contra cepas
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microbianas patégenas, de patata (Solanum tuberosum L cv. Gogu
Valley) tubérculos no citotdéxicos contra células humanas.” Logré aislar
un potente (AMP) péptido anti fingico y antibacteriano (péptido-G2, PG-
2), demostrando actividad antimicrobiana contra Candida albicans,
(levadura patéogena humana) y Clavibacter michiganensis subsp.
Michiganensis, (cepa del tizon tardio de la papa); Staphylococcus aureus
(sin lisar los globulos rojos humanos y termoestable). Concluyen que
este tiene potente actividad antibacteriana frente a patégenos tanto
humanos como vegetales en concentraciones que oscilan entre 3.12 y
25 uM, pero no ejercen efectos hemoliticos en concentraciones de hasta
40 uM (25).

COY C. et al. (2013), realizaron un estudio titulado “Actividad
antibacteriana y determinacién de la composicién quimica de los aceites
esenciales de romero (Rosmarinus officinalis), tomillo (Thymus vulgaris)
y curcuma (Curcuma longa) de Colombia.” frente a Staphylococcus
aureus ATCC 6538 y Enterococcus faecalis ATCC 29212. Asi, mediante
cromatografia gaseosa-espectrometria de masa se obtuvo los siguientes
resultados: romero [piperitona (21,9 por ciento), a-pineno (14,9 por
ciento) y linalool (14,9 por ciento)]; tomillo [1,8-cineol (21,5 por ciento) y
o-cimeno (17,9 por ciento)]; curcuma, [turmerona (36,9 por ciento), a-
turmerona (18,9 por ciento) y R-turmerona (13,6 por ciento)]. Y el

Staphylococcus aureus resultoé ser el microorganismo mas sensible (26).

CASCO J. (2011), realiz6 un estudio experimental preclinico titulado
“Evaluacion de la actividad gastroprotectora del extracto crudo de papa
(Solanum tuberosum) en ulceras de estbmago inducidas con etanol en
ratas (Rattus norvegicus).” Se usO la variedad super chola para la
preparacion del extracto acuoso a dosis 3 (7.5mg/3ml) por un periodo de
6 dias para luego hacer la biopsia a las ratas. Posteriormente se realizo

analisis fitoquimico del tubérculo hallando compuestos fendlicos,
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polisacaridos y espuma. Los resultados demostraron actividad
gastroprotectora del extracto con cicatrizacion total de la mucosa
afectada (27).

SILVA N. et al. (2011), realizaron un estudio experimental titulado
“‘Componentes bioactivos de residuos de papa: un recurso para la
desinfeccibn de aguas.” Estudio realizado para un posible
aprovechamiento de los glicoalcaloides de los residuos de papa en la
aplicacion de la desinfeccion del agua residual. Segun estudios
anteriores han mostrado que los extractos naturales de papa tienen
eficacia en la reduccion de bacterias indicadoras de contaminacion en

aguas residuales (E. coli y salmonella) (28).

BONTEMPO P. et al. (2013), realizaron un estudio experimental titulado
“Actividades antioxidantes, antimicrobianas y anti-proliferativas de
Solanum tuberosum L. var. Vitelotte”, cuya variedad posee pigmentos
(antocianinas) de conocida actividad antibacteriana y ligera actividad anti
fungicas. Los resultados obtenidos indicaron que la mas afectada fue el
Staphylococcus aureus y el hongo Rhyzoctonia solani. Ademas, se
encontr6 que en diferentes modelos de células cancerosas las
antocianinas causan la inhibicién de la proliferacién y la apoptosis de una
manera dependiente de la dosis. Probablemente estas actividades
biolégicas se deban al contenido alto de malvidin 3-O-p-coumaroyl-
rutinoside-5-O-glucésido y petunidina 3-O-p-coumaroyl-rutinosida-5-O-

glucésido que posee” (29).
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2.2. Bases legales

2.2.1. Normas Nacionales:

Ley N° 26821: " Ley Organica para el aprovechamiento Sostenible de los

Recursos Naturales” (30).

Articulo 2°: la presente Ley Orgéanica tiene como objetivo promover y
regular el aprovechamiento sostenible de los recursos naturales,
renovables y no renovables, estableciendo un marco adecuado para el
fomento a la inversion, procurando un equilibrio dinamico entre el
crecimiento econémico, la conservacion de los recursos naturales y del

ambiente y el desarrollo integral de la persona humana.

Articulo 3°: se consideran recursos naturales a todo componente de la
naturaleza, susceptible de ser aprovechado por el ser humano para la
satisfaccion de sus necesidades y que tenga un valor actual o potencial
en el mercado, tales como:

c. la diversidad biol6gica: como las especies de flora, de la fauna y de los
microorganismos o protistos; los recursos genéticos, y los ecosistemas

gue dan soporte a la vida (ley del 25/06/97)

Ley 29459: Ley de productos farmacéuticos, dispositivos médicos y

productos sanitarios (31).

Articulo 12° de los medicamentos herbarios. La comercializacion de
medicamentos herbarios, sus preparados obtenidos en forma de
extractos, liofilizados, destilados, tinturas, cocimientos o cualquier otra
preparacién galénica con finalidad terapéutica, en la condicion de
formulas magistrales, preparados oficinales o medicamentos se sujeta a

los requisitos y condiciones que establece el reglamento 024-2011
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MINSA. Las plantas medicinales de uso tradicional y otros recursos de
origen natural de uso medicinal que se ofrezcan sin referencia a
propiedades terapéuticas, diagnésticas o0 preventivas pueden

comercializarse sin registro sanitario.

Ley de plantas medicinales peruanas (32).

Articulo 1°: la Ley de Plantas Medicinales forma parte de la legislacion de
la Politica Nacional de Salud, tiene por objeto, regular la produccién,
procesamiento, uso y la comercializacion de plantas medicinales y de
sus productos derivados. Se aplica a las plantas medicinales

desarrolladas dentro del territorio del Perq.

Articulo 2°: definase como plantas medicinales, aquellas que en su

composicidn tienen sustancias activas con propiedades terapéuticas.

Articulo 3°: en el campo de las plantas medicinales, el Ministerio de
Salud es el encargado de revalorar y promover el desarrollo de la
investigacion, docencia y formacion e integracion de la Medicina
tradicional con la Medicina académica, para contribuir a elevar los
niveles de vida y salud de la poblacién nacional, especialmente rural,
nativa y urbana. Actuara ademas como punto de referencia de las
medicinas herbaceas, asesorard en materia de su competencia en
sectores publicos y privados y cooperard con los organismos

especializados en su promocion (1997).

Ley de aprovechamiento sostenible de Plantas Medicinales de 1999 (33).

Articulo 3°: la ndmina de plantas medicinales sera aprobada anualmente
mediante Decreto Supremo por las autoridades gubernamentales, de

acuerdo a la informacién proporcionada por el Instituto Nacional de
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Medicina Tradicional, (INMETRA), el Instituto Nacional de Investigacion
Agraria, (INIA), el Colegio Quimico Farmacéutico del Peru y el Colegio

de Bidlogos del Pera.

Articulo 4°: es deber del estado velar por el aprovechamiento sostenible

de las plantas medicinales.

Articulo 5°: las plantas medicinales de origen silvestre son patrimonio de
la nacién, las de origen doméstico o cultivadas son susceptibles de

dominio privado de acuerdo a la legislacion vigente.

Articulo 6°: el derecho de aprovechamiento sostenible de plantas
medicinales, se sustenta en acciones orientadas al mantenimiento del
equilibrio ambiental, la distribucion de los beneficios obtenidos de ellas,
el respeto a los derechos de las comunidades nativas y campesinas en

base al inventario permanente de las mismas.

Articulo 8° el Ministerio de Salud a través del Instituto Nacional de
Medicina Tradicional (INMETRA), en coordinacién con las universidades
y organismos competentes es el encargado de la investigacion de los
usos farmacoldgicos, toxicoldgicos, clinicos y formas de consumo

adecuado de las plantas medicinales.
2.2.2. Normas internacionales:
Resolucion de la Asamblea Mundial de la Salud N° WHA56.31
Insta a los Estados miembros a formular politicas, fomentar la seguridad,

la eficacia y calidad, garantizar el acceso y uso idoneo de la medicina
tradicional, alternativa y complementaria. (OMS 2003) (34).
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Una estrategia sobre medicina tradicional es relevante: la medicina
tradicional sigue jugando un importante papel en la atencion sanitaria. En
muchas partes del mundo es la forma de atencion sanitaria preferida. En
cualquier otro lugar, el uso de medicinas con base de hierbas y asi
llamadas terapias complementarias y alternativas esta aumentando cada
vez mas. No existe un unico determinante de popularidad. Sin embargo,
la aceptacién cultural de las practicas tradicionales, junto con las
percepciones de asequibilidad, seguridad y eficacia, y el interrogatorio de
los enfoques de la medicina alopatica, todos ellos juegan un papel. En
vista de este amplio apelativo, la falta general de investigaciéon sobre
seguridad y eficacia de las medicinas tradicionales es por lo tanto un
tema importante de preocupacion. Se necesita urgentemente una
estrategia sobre medicina tradicional: Las agencias internacionales,
nacionales y no gubernamentales siguen haciendo grandes esfuerzos
para asegurar que los tratamientos seguros, eficaces y asequibles para
una amplia gama de enfermedades estén asequibles alli donde mas se
necesiten (8).
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2.3. Bases tedricas

2.3.1. Solanum Tuberosum

La papa (Solanum tuberosum) es una especie perteneciente a la familia
solanaceae, originaria de América del Sur, cultivada en todo el mundo
por sus tubérculos comestibles. Domesticada en el altiplano andino por
sus habitantes hace unos 7000 afios, fue llevada a Europa por los
conquistadores espafioles mas como una curiosidad botanica que como
planta alimenticia, su consumo fue creciendo con el tiempo y su cultivo
se expandié a todo el mundo. Existen 5000 variedades de papa y en el

Perl se encuentran alrededor de 3000 (35).

El Peru es el pais con mayor diversidad de papas en el mundo, al contar
con 8 especies nativas domesticadas y 2,301 de las mas de 4,000
variedades que existen en Latinoamérica. Ademas, nuestro pais posee
91 de las 200 especies que crecen en forma silvestre en casi todo

nuestro continente (y que generalmente no son comestibles) (36).

Su valor bioldgico y nutricional es comparable a otras tuberosas andinas,
con la diferencia que posee pigmentos y antioxidantes naturales
(pigmentos como carotenoides en las amarillas, antocianinas en las rojas
y moradas, flavonoides ademas de fenoles), un alto contenido de materia
seca, (24 a 32 por ciento), fibra al ser consumido con su piel, sabor
agradable, buena capacidad de almacenamiento, tubérculos con formas,

colores diversos y un alto contenido de vitaminas y minerales (37).
Del total de la superficie de papa sembrada en el pais, el 58.7 por ciento

(215 mil 710 hectareas) son variedades de papa blanca; en tanto que, el

21.9 por ciento (80 mil 450 hectéreas) son papas denominadas nativas.
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Le sigue en importancia la papa amarilla, producto de altisima calidad
gue corresponde al 13 por ciento de la superficie cultivada, papa huayro

(4 por ciento) y papa amarga (2.5 por ciento) (38).

El centro de origen de la papa se ubica entre Peru y Bolivia, cerca del
Lago titicaca para la subespecie andigenum, aunque existen muchas
especies silvestres en México, Guatemala, Ecuador y Chile. En 1537
Juan de Castellanos hizo la primera referencia de la papa cultivada en el
Peru (39).

Existiendo otras especies de Solanum y otras tantas sub especies de
tuberosum se presenta un esquema de la relaciébn de parentesco
evolutivo de las papas cultivadas (40). ( Ver la tabla N° 01 y la figura N°
01).

Tabla N° 01: Especies de Solanum cultivadas en el Peru

Diploides S. stenotomum.
S. goniocalyx.

S. phureja.

S. x ajanhuiri.

Triploides S. x chaucha.
S. X juzepczukii.

Tetraploides S. tuberosum sub. Sp.
Andigena.
S. tuberosum sub.sp.
Tuberosum.
Pentaploides: S. x curtilobum.

Fuente: Egusquiza B.R. Marzo 17, 2008 (40).
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Figura N° 01: Relacion de parentesco evolutivo de las papas cultivadas

Fuente: Estrada N. La papa amarga. 1st ed. Rea J, Vacher JJ, editors. La Paz - Bolivia:
ORSTOM; 1992 (41).



Variedades de papas usadas en el Peru para la preparacion de los diferentes

chufios de Solanum tuberosum subesp. Andigena, segun la tabla N° 02 (42).

Tabla N° 02: Variedad de papas nativas en el Peru

N° | Nombre comdn | Especie Subespecie Almacenamiento Rango de
adaptacion
1 Puka Qala Magta | Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.300 -4.200
tuberosum msnm.
2 Puka Wakapa Solanum Andigena Mayor a 3 - 5 meses 3.400-4.100
Qallun tuberosum msnm
3 Ankapa Sillun Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.300 -4.200
tuberosum msnm.
4 Qillu Ipillu Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.300 -4.200
tuberosum msnm.
5 Markina Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.300 -4.000
tuberosum msnm
6 Challwa Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.300 -4.200
tuberosum msnm.
7 Chiqgchi Wali Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.300 -4.000
tuberosum msnm
8 Casa Blanca Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.300 -4.000
tuberosum msnm
9 Qala Wawa Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.500 -4.200
tuberosum msnm
10 | Yuraq Suytu Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.300 -4.000
Wayru tuberosum msnm
11 | Payapa Ankun Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.300 -4.200
tuberosum msnm.
12 | Yuragq Ipillu Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.300 -4.200
tuberosum msnm.
13 | Yana Qala Suytu Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.500 -4.200
tuberosum msnm
14 | Witgi Suytu Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.400 -4.000
tuberosum msnm
15 | Ojos de Caiman Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.400 -4.000
tuberosum msnm
16 | Yutupa Runtun Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.000 -4.000
tuberosum msnm
17 | Azul Wayta Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.300 -4.000
tuberosum msnm
18 | Yana Manwa Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.800 -4.200
tuberosum msnm.
19 | Kichka Matanka Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.300 -4.000
tuberosum msnm.
20 | Duraznillo Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.400 -4.100
tuberosum msnm
21 | Yuraq Azul Nawi Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.300 -4.000
tuberosum msnm
22 | Azul Nawi Gaspar Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.300 -4.000
tuberosum msnm
23 | Yuraq Maco Solanum Andigena Mayor a 5 meses 3.400 -4.100
tuberosum mshm

Fuente: elaborado por el propio investigador
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2.3.1.1. Taxonomia, habitat y cultivos: expresada en la tabla N° 03.

Tabla N° 03: Taxonomia Solanum tuberosum

Reino: Plantae.

Divisién: Magnoliophyta.

Clase: Magnoliopsida.

Subclase: Asteridae.

Orden: Solanales.

Familia: Solanaceas.

Género: Solanum.

Especie: Solanum tuberosum.

Fuente: Elaborado por el propio investigador

Se encuentra en varios tipos de suelo, arenosas, también
arcillosos con abundante materia organica, buen drenaje y
buena estructura; no crecen en terrenos compactados y
pedregosos al no poder desarrollarse de manera adecuada, por
lo que la profundidad del suelo debe ser mayor a 30 cm,
tampoco debe ser muy humedo por que el tubérculo seria muy
acuoso y poco rico en fécula, lo que no permite su conservacion.
El pH 6ptimo oscila entre 5.0 a 7.0, soportando el pH acido entre
5,5 a 6. Es considerada como una planta tolerante a la salinidad.
Las papas nativas se desarrollan entre los 3000 a 4200 msnm
(43- 45).

Recordando que la altitud ideal para el desarrollo y produccion

del cultivo de papa para consumo es entre los 1,500 a 2500
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msnm, pero puede producirse a alturas menores a 460 msnm,
en la época seca (noviembre a febrero) cuando existen

condiciones de bajas temperaturas (39).

2.3.1.2. Morfologia

Hierbas perennes (aunque estas son cultivadas como anuales)
con hojas impares pinnadas 10- 25 cm largo, alternas; con 3-8
pares de foliolos laterales, foliolos intersticiales presentes o
ausentes, con 4-25 flores por inflorescencia; pedicelo de 10 a 35
mm de largo y articulado muy cerca de la parte superior a
debajo de la mitad; frutas globosas a largas ovoides, de color
verde medio a profundo, uniformes, con manchas, bandas
blancas o purpuras, 1-4 cm de largo; tubérculos con colores
diferentes puede ser uniforme en todo o con color en los ojos,
alrededor, punteado o disperso, forma de tubérculo globosa a
ovada a obovada a oblonga a eliptica a alargada, liso a nudosa
a digitada (46).

2.3.1.3. Composicion quimica

Se encuentra en hojas y frutos: solanina, demisina, a diferencia
de las semillas que no tienen demisina; el tubérculo contiene
alcaloides solanina (en ojos y partes expuestas al sol que
tomaron color verde), chaconina, demisina, agua, carbohidratos,
almidon, albumina, grasas, proteinas, sales minerales, citrato de
calcio, hierro, fésforo, potasio, acido silico, vitamina C, &cido
pantoténico, carotenos, niacina, piridoxina, riboflavina y tiamina
(47).

26



Valor Nutricional : se expresa en la tabla N° 04, segun lo
descrito por Instituto Nacional de Salud (INS), en las Tablas

Peruanas de composicion de alimentos (48).

Tabla N° 04: Composicion de Solanum tuberosum

Cada 100 gramos de papa nativa aportan los siguientes valores

Energia (en Kilo calorias): 97 Calcio (en miligramos): 9
Energia (en Kilo Jules): 406 Fosforo (en miligramos): 47
Agua (en gramos): 74,5 Zinc (en miligramos): 0,29
Proteinas (en gramos): 2,1 Hierro (en miligramos): 0,50
Grasa total (en gramos): 0,1 Retinol (en microgramos): 3,00
Carbohidratos totales ( en gramos): 22,3 Tiamina (en miligramos): 0,09

Carbohidratos disponibles ( en gramos): 19,9 | Riboflavina (en miligramos): 0,09

Fibra cruda (en gramos): 0,6 Niacina (en miligramos): 1,67

Fibra dietaria (en gramos): 2,4 Vitamina C (en miligramos): 14,00

Cenizas (en gramos): 1,0

Fuente: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud, Centro Nacional de
Alimentacion y Nutricion, 1996 (48).

2.3.1.4 Papa fermentada

Técnica milenaria de transformacién de la papa

Realizada por los nativos desde las culturas prehispanicas en
busqueda de conservar el alimento en épocas de escases,
encontrandole también un uso medicinal. Estas tecnologias de
procesamiento aln se mantienen vigentes a lo largo de la zona
Andina, en las regiones quechua, jalca o puna, por encima de

los 3,500 msnm. Los mas conocidos actualmente son:
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La “lojota”: conocido como chuio fresco, preparado con fines
comerciales de alta aceptacion por la poblacion urbana, se
vende protegida con paja seca con la intencion de evitar que en
contacto con el sol se descongele; preparada cuando
comienzan las heladas seleccionando las papas amargas
variedad “k’aisalla” (forma coénica) y “nazari” (nariz en punta),
para dejarlas durante toda la noche en la intemperie separadas
entre si para que todas se congelen guardandose en el dia en la
sombra para que la noche siguiente se congele por completo.

Se sabe que estan en perfecto estado cuando al chocarlas entre

si suenan.

El “khachu-chuiiu” (chufio no maduro): la elaboracion es con
papa dulces, siguiendo el mismo procedimiento que la lojota sin
importar que le llegue el sol por la mafiana por no ser con fines

comerciales sino familiar.

La “muraya” o “fermentado dentro del agua” sin fines
comerciales sino para consumo familiar por lo que se prepara en
pequeiias cantidades, el procedimiento es llevar las papas
dentro de un pozo de agua y gracias a la presencia de barro que
existe en esta se produce la fermentacion sin afectar el
producto. Se dejan en el pozo por 20 a 25 dias para luego ser
lavadas y asi se someten a proceso de congelacion en la
helada. Se pueden dejar varios dias y noches hasta que por
accion del calor se deshidraten y pierdan la cascara; para que
finalmente con pequefios movimientos se sequen totalmente
(49).

Tunta o Chufio blanco: elaborada con papas que crecen a los

3800 m.s.n.m, con tubérculos enteros a los cuales se
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deshidratan naturalmente hasta tomar un color blanco, (50) el
proceso de elaboracion es de aproximadamente 50 dias, donde
los tubérculos se somete a las heladas por las noches y un
fuerte sol en el dia, los ultimos 5 u 8 dias se cubren con paja,
con la intencién de evitar que se quemen, para luego remojarlas
con agua de los rios por 20 a 30 dias (liberacion de los
glicoalcaloides). Finalmente se retiran del agua para su
apisonamiento y eliminacién del exceso de liquido y se vuelve a
exponer al sol por 5 a 8 dias mas, y seguidamente se frotan con
las manos (51). (Ver la figura N°02 (A)).

Chufio negro: se usan tubérculos pequefios de la variedad de
papa nativa comun, recordando que estas no se remoja, solo se
expone de 5 a 10 dias a las heladas nocturnas y un fuerte sol,

por lo que no es necesario cubrirla, por lo que el color es un

negro caracteristico (51). (Ver la figura N°02 (B)).

Figura N° 02: Muestra de chufio blanco (A) y chufio negro (B)
provenientes de Ullacachi-llave, Puno/ Foto: C. Fonseca

Fuente: Revista de Agroecologia 2017 (51).
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El tocosh: cuyo nombre significa arrugado y fermentado, es
elaborado en todas las comunidades campesinas de Ancash,
con papas que son descartadas por amargas para consumo
directo, de variedades huayro, iskupuru y blanca, para la
elaboracién se procede a cavar un hueco de 60 cm de
profundidad cerca de la acequia; se acomoda con paja llamada
“shicshi” obtenida en el monte, entre esta se coloca la papa
tapada con el shicshi y se coloca piedras encima y asi la
corriente de agua no se lleve las papas, dejandola por mes y
medio; trascurrido el tiempo acordado se retira del agua y se

coloca en sombra por 3 dias; luego se guarda en el shicshi (52).

Conociendo que el efecto antibacteriano del tocosh es debido a
gue la papa podrida contiene penicilina natural, la cual le

concede propiedades bactericidas (53).

En un estudio fitoquimico se encontr6 la presencia de
compuestos fendlicos y antocianinas, flavonoides, taninos y
alcaloides, acidos fendlicos como el 4cido clorogénico y vitamina
C (54).

Bianeth y Restrepo indica que los fenoles presentes en el
tubérculo se hallan en la cascara y poseen gran actividad

antioxidante (55).

El procesamiento de papa moderna y mas comercial esta
pasando del tubérculo fresco que elaboran purés, papas fritas
etc. (56). Como se puede observar existen técnicas de
transformacion de la papa moderna y tradicional. (Ver la figura
N° 03).
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UTILIZACION DE LA PAPA

* Produccién de aicohol
carburanie (bioetanol)

*Caramelos, dulces,
bebidas

*Cosméticos: Pastas
dentales, champ(

*Productos farmacéuticos.
*Pastifas.
*Productos quimicos,
l *Adhesivos,
l " o~ ) *Textiles.
" “Esta !
SECA | CHUNO rsa———

Papa seca +Negro JaspeA e

{Carapuicra) «Blanco, tunta o -mm
{vodka)

Segun la FAO, en el Per(, se llega a procesar solo el 2% de la oferta nacional de papa

Figura N° 03: Técnicas de transformacion de la papa

Fuente: Florez Cruz DJ. Universidad Nacional Micaela Bastidas De Apurimac (57).

2.3.1.5. Chufio o chufio negro

Se obtiene directamente de la congelacion, descongelacion,
pisado y secado. Sin ser sometido al agua. Concluida la
congelacion y el pisado se seca al sol, para asi convertirse el
tubérculo congelado en chufio. Ciertas sustancias presentes en
el chuio en contacto con el aire, se oxidan tomado un color
caracteristico que va desde el marrén oscuro a negro. Hoy en

dia los habitantes de las zonas altas, utilizan las practicas
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ancestrales para la elaboracion y la clasificacion del chufio, cuyo

proceso varia de acuerdo a la comunidad campesina.
Pasos para la elaboracién del chufio negro:

1. Clasificacion y seleccion: los tubérculos se escogen y se
separan en grupos de acuerdo a su tamafo, se escogen
tubérculos partidos, agusanados y/o pequefos. El producto final

no es de primera calidad.

2. Transporte: se transporta del lugar de almacenamiento hacia

el tendal (donde se protegen de la radiacién solar).

3. Tendido o Telar: se tienden en el piso y cubierto de paja
(ichu) para evitarla sobreexposicion a las heladas.

4. Exposicion: se exponen a las heladas por 1 dia cuando la
temperatura es menor a -5°C pudiendo llegar hasta a 5 noches
para llegar al punto de congelacion (para clarear seria necesario
cubrir las papas con paja y manta para que no llegue los rayos

solares para evitar la oxidacion).

5. Descongelado: consiste en el deshielo del agua por accion de
la radiacion solar. Luego los tubérculos se ponen suaves al tacto

y blandos a la presion.

6. Pisado: es con la finalidad de expulsar el agua, muchas veces
este proceso se omite para la obtencién del chufio negro
afectando asi la calidad del producto, obteniendo un chufio con

mayor peso y con un olor fuerte caracteristico.

7. Secado: el secado es por la accion de la radiacion solar por
un aproximado de 6 a 10 dias hasta que quede con un
contenido de so6lo 12 a 13 por ciento de humedad. En esta fase,

se remueve constantemente para acelerar el secado.
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8. Pelado: Cuando el producto se encuentra finalizando el
secado, también se va frotando o raspando de manera manual
con la finalidad de terminar el pelado y presentar el producto

final con un acabado correcto.

9. Venteado: Airear el producto para separar el polvo, cascaras

e impurezas.

10. Almacenado: en lugares secos, aireados y de bajo techo
(40).

La figura N° 04 indica los procesos de elaboracion de chufio
negro (a y b) y un proceso de elaboracion de tunta o chufio

blanco (c).
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Flujos de procesamiento de chuiio negro:
A B C
Mat. prima: Papa Mat. Prima: Papa Mat. prima; Papa
Clasif. Selec. Tuberc.  Clasif. Sellt;c. Tuberc.  Claslf.Selec.Tuberc.
Transp.Tuberc.Tendal Transp.Tu%erc.Tendal Transp.Tuterc Tendal
Tendido Tubérculos Tendido #ubérculos Tendido Ttbércuios
Exposicion a heladas  Exposlcién a heladas  Exposiclon a heladas
Descongelado Descongelado Recogido (JEC.R. solar)
Secado Plsj;du Tendido %ubérculos
Pelado [Frot;l;lo-raspado) Sci.ado Exposiclén a helada
Venteado Pﬁ*‘. {Chufio) Pelado Descongelado
Almacenado Venteado lj;.F. (Chuiio) Plsado
Almacenado Secado
Pelado
Venteado
Almacenado

Figura N° 04: Procesos de elaboracion del chufio negro (Ay B) y blanco (C)

Fuente: Estrada N; Vallenas M. La papa amarga. 1st ed. Rea J, Vacher JJ, editors.
La Paz — Bolivia:ORSTOM;1992. (41)

El chufio, segun estudios, tiene mejor composicion nutricional
gue la papa fresca, debido a que la obtencion de sus nutrientes
se da mediante procesos de transformacion que dentro de la
papa va ocurriendo por accion a la exposicion a las fuertes
heladas (58). (Ver la tabla N° 05).
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Tabla N° 05: Composicion de la papa Chufio negro del Peru

Cada 100 gramos de papa Chufio negro aportan los siguientes
valores:
Energia (kilo calorias): 333 Fibra (g): 1.90
Proteinas (g): 4 Calcio (mg): 44
Grasa total (g): 0.20 Hierro (mg): 0.90
Gldcidos (g): 79.40 Vitamina C (mg): 1.70

Fuente: fundacion universitaria iberoamericana FUNIBER (59).

Si bien se conoce que la papa Solanum tuberosum sintetiza
metabolitos de estrés llamados Glicoalcaloides (GAT), los cuales
son metabolitos secundarios constituidos por glucésidos
esteroidales que contienen nitrégeno (a- solanina y a-
chaconina), componentes fitopatdgenos que defienden a la
planta del ataque de microorganismos como hongos, virus,
bacterias, gusanos e insectos. Estudios previos como el de Silva
muestran que dichos extractos naturales de papa “son de
eficacia frente a bacterias indicadoras de contaminacion de
aguas residuales (E. coli y salmonella)”. ElI conocimiento de su
estructura quimica ha motivado al estudio de algunas especies
de solanaceas que han demostrado tener efecto in vitro ante
protozoarios flagelados, como Giardia lamblia y huevos de
helmintos (28).

Segun Christiansen (1977), los glicoalcaloides presentes en los
tubérculos de papa amarga se encuentran en un rango de 30.01
a 34.28 mg. por cada 100 gr. de papa fresca y la pérdida de
glicoalcaloides durante la elaboracion del chufio es de 41 por

ciento mientras que la tunta es de 89 por ciento (41).
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Kuon y Alfaro (1966), determinan que el porcentaje de proteinas
en el chufio se encuentra entre 6.07 a 6.53 por ciento segun el
tipo de variedad de papa usada. Asi mismo sefialan también
rangos mas elevados de pérdidas de proteinas en la elaboracién
del chufio negro es de 21.6 a 35 por ciento, segun la variedad
(41).

Finalmente, Christiansen en (1977) reporta que las proteinas en
el chufio negro son de 4 por ciento y en chuiio blanco es 3.8 por
ciento; y que al obtener chufio negro la perdida de proteinas es
entre 18 a 30 por ciento y que en el chufio blanco es de 67 a 83

por ciento (41).

2.3.2 Thymus vulgaris

Es una planta herbéacea nativa de Europa, Africa y Asia cuyo nombre
tomillo proviene del idioma griego antiguo Thymos que significa “aroma”
u “olor” por ser caracteristico e intenso. Utilizado por sus propiedades
medicinales y expandiéndose por todo el mediterraneo se descubrieron
nuevos usos; como en el tratamiento de problemas respiratorios, en la
conservacion de alimentos e inciensos. En el afio 1725, se aisla el aceite
esencial del Thymus vulgaris descubriéndose mudltiples propiedades
antisépticas, bactericida y fungicida que hasta la fecha son usadas en
preparaciones farmacoldgicas con fines terapéuticos (60). (Ver la figura
N°05).
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Figura N°05. Thymus vulgaris "Tomillo"

FUENTE: Inlago-Guasgua MI. Universidad Central del Ecuador; 2014 (63).

2.3.2.1. Taxonomia, habitat y cultivo

Pertenece taxondmicamente a la familia Lamiaceae (Ver la tabla
N°06). Con numero de especies mayor a 500 por la gran
facilidad que presenta esta planta aromatica para producir

hibridaciones, mutaciones y rapida reproduccién natural.

Las especies mas conocidas son: Thymus zygis, Th. hyemalis,
Th. vulgaris, Th. mastichina, Th. citriodorus, Th. corydothymus,
Th. loscossi, Th. pipirella, Th. rumidicus hispanicus, Th.

communis, etc.

El Thymus vulgaris recibe otra denominacion cientifica como
Thymus bético igualmente cuenta con diversas denominaciones
populares segun la zona como: negro, basto, basto limonero,
sucio, etc. (61), (62).
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Tabla N° 06: Taxonomia del Thymus vulgaris (tomillo)

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae

Género: Thymus

Especie: Thymus vulgaris L.

Nombres populares: Tomillo, Tomillo comun,
Tomello, Tremoncillo,
Estremoncillo.

Fuente: elaborado por el propio investigador.

El tomillo es de origen mediterraneo (Asia occidental, Europa
Central y el norte de Africa). Crece en terrenos ligeros y
pedregosos hasta los 2000 m.s.n.m.; se reproducen durante el
comienzo de primavera ya sea por semillas o por division de
matas, las cuales tardan en germinar de 2 a 4 semanas.
Prefieren climas templados, templado-calido o de montafia, son
muy resistentes a las sequias y heladas mas no en terrenos

excesivamente hiumedos.

Las técnicas de cultivo y aprovechamiento son muy variadas,
segun el lugar o circunstancia, sin embargo, responde
extraordinariamente a cualquier técnica de cultivo cultural que
se le apligue. El tomillo, adaptado de manera natural a las zonas
mas aridas nos da una alternativa para aprovechar estas areas.
(61-64).
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2.3.2.2. Morfologia

El tomillo, es una planta aromética que vive mas de dos afios;
alcanza hasta 40 cm de altura. Puede crecer en distintos tipos
de suelos sin mucha humedad. Presenta numerosas ramas
lefiosas, compactas y parduzcas. Sus hojas miden entre 3 a 8
mm son opuestas, lanceoladas, con bordes enrollados y

densamente pilosas.

Las flores son pequefas de color rosada o blanquecina y se
encuentran agrupadas en racimos terminales. El caliz es color
vinoso mide entre 5 mm de largo. La corola mide entre 7 a 8
mm, el labio superior es escotado y el inferior dividido en tres
I6bulos con cuatro estambres que sobresalen. (63), (65), (66).
(Ver la figura N°06).

Figura N°06: Inflorescencia del Tomillo

Fuente: Inlago-Guasgua MI. Universidad Central del Ecuador; 2014 (63).
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2.3.2.3. Composicion quimica

- Acidos: oleico, palmitico, nicético, rosmarinico y linoleico.

- Fenoles: timol, anetol y borneol, carvacrol y cienol.

- Aminoécidos: cistina, valina, glicina, isoleucina.

- Metales y minerales: aluminio, calcio, cobalto y magnesio,

manganeso, hierro.

- Alcoholes: borneol, linalol.

- Terpenos: terpineno; cimeno.

- Flavonoides (derivados de apigenol y luteolol).

- Vitamina B1, vitamina C, taninos, saponinas, triterpenoides,
etc. (66).

2.3.2.4 Obtencién de aceites esenciales

Son compuestos aromaticos y volatiles que se pueden obtener
mediante la destilacion por arrastre con vapor de agua. De
acuerdo a su origen se clasifican como naturales, artificiales y
sintéticos, siendo las naturales las mas costosas por su poca
obtencion es decir bajo rendimiento, sin embargo, en estas no
sufre ninguna modificacion fisica ni quimica. Las utilizaciones de
los aceites esenciales son de mucha importancia en la industria
cosmeética para la elaboracion de perfumes y aromatizantes; en

la industria alimentaria como condimentos y saborizantes; e
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industria farmacéutica como saborizantes. En cuanto a la forma

de administracion pueden ser por via oral, topica e inhalatoria,

pero con precauciéon debido a que algunos componentes

pueden causar efectos adversos o reacciones alérgicas (67-69).

Extraccion del aceite esencial: los aceites esenciales pueden

extraerse de distintas partes de la planta, tales como hojas,

pétalos, flores, corteza u otros. Teniendo en cuenta el lugar

donde se ubica la sustancia aromética. Los principales métodos

de obtencion de aceites esenciales son los siguientes:

a)

b)

Destilaciéon con agua o hidrodestilacién: es llevar en
contacto directo el material vegetal y el agua hirviente, de tal
manera que los vapores se condensen para luego separar el

agua del aceite. (Ver la figura N°07 (A)).

Destilacién por arrastre con vapor de agua: este método
consiste en arrastrar por el vapor de agua las partes
aromaticas del material vegetal a una temperatura inferior a la
de la ebullicién, para luego ser enfriados en un condensador
donde regresa a la fase liquida el agua y el aceite esencial.
Finalmente ser separados en un decantador o vaso florentino.
(Ver la figura N°07 (B)).

Destilacion con agua — vapor: se emplea un vapor hiumedo
obtenido por el calentamiento del agua hasta su ebullicion
traspasando el material vegetal que se encuentra sobre una
malla (70), (71). (Ver la figura N°07 (C)).
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Figura N°07: Extraccion de aceites esenciales
Fuente: Stashenko EE. Aceites esenciales, 2009 (71).

2.3.2.5 Aceite esencial de Thymus vulgaris:

El aceite esencial de tomillo se extrae mediante el proceso de
destilacion al vapor de agua de las partes aéreas de la planta
con rendimientos medios que oscilan entre el 0,7 por ciento y el
0,9 por ciento, lo que equivale a un litro de esencia por cada 12
a 13 arrobas de tomillo verde, dependiendo de la especie y la
zona de cultivo. Sus caracteristicas principales son su
volatilidad; olor herbaceo penetrante y agradable (propia del
timol); sabor ardiente; con color entre rojo anaranjado y
amarillento; densidad entre 0,90 - 0,91 y viscosidad parecida a

la del aceite de oliva (72).

La composicidon quimica del aceite esencial del Thymus vulgaris:
Presenta fundamentalmente; timol (40 por ciento), p-cimeno (15-
50 por ciento), alcanfor (11 -16 por ciento), carvacrol (2.5 -14.6
por ciento), linalol (4 por ciento), 1,8- cineol (3 por ciento), y-
terpineno (1-5 por ciento), borneol, acetato de bornilo, acetato

de Jinalino, geraniol, a y J3-pineno, limoneno (73).
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Las propiedades de los componentes del aceite esencial del

Thymus vulgaris son:

El timol: es un compuesto fendlico con propiedades
antibacterianas, plaguicidas y fungicida. Su extraccion no tiene
olor ni sabor desagradable; forma parte de colutorios, enjuagues

bucales y pasta de dientes gracias a su efecto refrescante (74).

El carvacrol o cymophenol: es un fenol monoterpénico,
isbmero del timol que tiene propiedades antibacterianas.
También presenta accion antiespasmaodica y antiinflamatoria por

su accion inhibidora de la sintesis de prostaglandinas (75).

El geraniol: es un monoterpenoide con un grupo alcohol.
Compone la mayor parte de los aceites esenciales de las
rosas y las citronelas. Tiene un olor rosaceo, por lo que es

comunmente empleado en perfumes (76).

El linalol: es un terpeno con un grupo alcohol que se encuentra
de forma natural en muchas flores y plantas aromaticas. Su olor
floral con un toque mentolado le ha conferido cierto valor para

Su uso en productos aromaticos (77).

El gamma terpineol: es un isémero del terpineol, el cual es un
monoterpeno de alcohol terpineol, es por lo general una mezcla
de estos isébmeros con alfa-terpineol como componente
principal. Terpineol tiene un olor agradable similar a la lila y es

un ingrediente comun en perfumes y cosméticos (78).

El P-cimeno: es un hidrocarburo natural obtenido de plantas

aromaticas (tomillo, comino) y pertenece al grupo quimico de
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los terpenos. Su capacidad de desengrase es inferior a la de los
hidrocarburos clorados, pero presenta la ventaja de ser
biodegradable. Es una sustancia inflamable y por lo tanto no se
puede utilizar en procesos de desengrase con aportacién de
calor (79).

El uso tradicional del aceite esencial del Thymus vulgaris estan
relacionados a su efecto antimicrobiano, antihelmintico,
antirreumatico, antiséptico, anti fungico, antiespasmadico,
antitusigeno, cicatrizante, estimulante del sistema inmunitario,
etc. (80).

Los efectos adversos son debidos a la alta concentracién ya que
sus componentes tienen la propiedad de causar irritabilidad en
la piel o alergias de tipo dermatitis, por lo que se encuentra
contraindicando en personas con hipersensibilidad a algun
componente, durante el embarazo y lactancia ya que no hay

estudios que avalen su seguridad (81).

2.3.3 Bacterias

Se proponen 3 dominios de acuerdo al arbol de la Vida de Woese: los
dominios Archeae y Bacteria corresponden a las células procariotas
(células que carecen de membrana nuclear), importantes ya que han
desarrollado una pared celular o membrana externa que le otorga
autonomia y proteccién, constituyendo la forma de vida mas abundante;
el dominio bacteria incluye tanto a bacterias Gram negativas como Gram
positivas, mientras que en el dominio Eukarya los organismos poseen
membrana nuclear y organulos mas desarrollados; es de aqui que

derivan todos los organismos eucariontes uni y multicelulares.
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Otra clasificacion es la de Whitaker y Margulis que describen la
existencia de cinco reinos: Animalia, Plantae, Fungi, Protista y Monera,

en éste Ultimo se incluyen todas las bacterias. (82).

2.3.3.1. Clasificacién de las bacterias

Se clasifican en bacterias Gram positivas y Gram negativas por
la tincion que adquieren con el cristal violeta y lugol. La pared
celular es responsable de lo que le sucede al colorante utilizado
en la tinciébn de Gram (1884). Tanto las Gram positivas como los
Gram negativas captan la misma cantidad de cristal violeta (CV)
e iodo (I). El complejo CV-I, sin embargo, es atrapado dentro de
la célula Gram positiva por la deshidratacion y la reduccion del
tamafio de los poros de la pared resultante del proceso de
lavado con solvente. En contraste, en las Gram negativas, la
fina capa de peptidoglicano (y probablemente discontinua) no

impide la extraccion por el solvente del complejo. (83)

Bacterias Gram positivas

Son aquellas que se tifien de color azul oscuro o violeta por
accion de la tincion Gram. Posee una pared celular formada en
un 90 por ciento de peptidoglicano, siendo este el principal
componente que lo diferencia con la pared de las Gram
negativas, ya que al tefirlas, es gracias al grosor de la pared
celular que se logra mantener la coloracion del cristal violeta en
el interior de la célula. (84)

Las Gram positivas se clasifican de acuerdo a su forma o a sus

requerimientos atmosféricos: aerobios y anaerobios facultativos

(85). (Ver la tabla N° Q7).
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Bacterias Gram negativas

Tienen una reaccion con la tincion Gram en su pared celular,
tinéndose de color rosa, ya que no retienen el colorante de
cristal violeta durante el proceso de coloracion porque presentan
una capa muy delgada de peptidoglucano en su pared celular y
Su capa mas externa estd cubierta por una membrana de
lipoproteinas. La presencia de lipopolisacaridos (endotoxinas)
en la parte externa de la membrana celular desencadena una

respuesta inmune (86).

Bacterias aerobias estrictas: son aquellas que realizan la
respiracion celular necesitando de oxigeno para su

metabolismo.

Bacterias anaerobias estrictas: son los que no utilizan oxigeno

en su metabolismo, ya que este elemento es téxico para ellos.

Bacterias anaerobias facultativas: son aquellas que pueden
desarrollarse tanto en presencia como en ausencia de oxigeno.
Pueden desarrollar un metabolismo respiratorio, usando el
oxigeno presente o fermentativo, en ausencia de oxigeno. (86)
(Ver la tabla N°Q7).
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Tabla N° 07: Clasificacion de bacterias

GRAM (+) GRAM (-)
AEROBIOS Y ANAEROBIOS FACULTATIVOS AEROBIOS ESTRICTOS
Familia: Genero Campylobacter
Micrococacceae. Helicobacter pylori

- Micrococcus

Staphylococcaceae Familia: bacilos y cocos

- Staphylococcus - Pseudomonas

Planococcaceae .
- Legionellaceae

- Stomacoccus.
- Moraxelaceae

- Plan .
anococcus - Brucellaaceae

- Neisseriaceae

ANAEROBIOS ESTRICTOS ANAEROBIOS ESTRICTOS
Peptococcus Fusobacterium
Peptoestreptococcus Bacteroide

Prevotella

Porphyromonas

Veillonellaceae

ANAEROBIAS FACULTATIVAS

Familia- Enterobacteriaceae:

.Escherichia:(E.coli)
.Salmonellas:(s.Tiphy,s.enteriditis).
.Serratia. - Shigellas. Klebsiella.

.Vibrionaceae:-Photobacterium,
Lucibacterium,, Aeromonas, Pleisomonas y
Vibrio.

.Pasteurellaceae: Haemophilus

Fuente: Elaborado por el propio investigador.
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2.3.4. Staphylococcus

Los miembros del género Staphylococcus son cocos Gram positivos,
catalasa positivos y el diamino &cido en el peptidoglicano es la L-lisina,
poseen tendencia a agruparse en racimos, tienen forma esférica y un
diametro de alrededor de una micra, su forma de obtener energia es a
través de la fermentacion como de la respiracién, en cuanto al cultivo, no
son exigentes desde el punto de vista nutricional, crecen en medios
pobres y simples quimicamente definidos los cuales estdn compuestos
de glucosa, sales, aminoacidos, tiamina y acido nicotinico, crecen bien
en rangos de pH de 4.8 a 9.4 y a temperaturas de 25 a 43°C, son
aerobios-anaerobios facultativos siendo muy resistente a las condiciones
ambientales normales, capaz de sobrevivir hasta tres meses en un
cultivo a temperatura ambiente, si es expuesto a temperaturas mayores
de 60 °C por una hora morira, es muy sensible a la mayoria de los
desinfectantes y antisépticos. Este género Staphylococcus posee
alrededor de 30 especies, de las cuales 16 de ellas se localizan en
humanos, algunas forman parte de la microbiota de la piel, mucosas y
otras se encuentran en la flora de otros mamiferos y aves. Entre ellas S.
aureus, S. saprophyticus, S. epidermidis, S. capitis, S. haemolyticus, S.
hominis, etc. (87), (88). (Ver la tabla N° 08).
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Tabla N° 08: Tipos de Staphylococcus

ESPECIE CAUSA DE ENFERMEDAD
S. aureus Comun Infecciones a piel y tejidos blandos.
S. epidermidis Comdun Presente en piel y mucosas.
S. saprophyticus Comdun linfecciones del tracto urinario.
S. haemolyticus Infrecuente Coloniza axilas y pubis.
S. lugdunensis Infrecuente Infecciones a piel y tejidos blandos.
S. schleiferi Infrecuente Endocarditis, infeccion de Tejidos blandos.
S. saccharolyticus Rara Endocarditis Infecciosa.
S. warneri Rara Infeccion en inmunodeprimidos.
S. hominis Rara Infeccion en inmunodeprimidos.
S. auricularis Rara Infeccidon oportunistas o sepsis.
S. xylosus Rara Flora de la piel humana y animal.
S. simulans Rara Infecciones de dispositivos humanos
S. capitis Rara Infecciones cuero cabelludo.
S. cohnii Rara Infecciones a piel y tejidos blandos.

2.3.4.1. Staphylococcus aureus

Fuente: elaborado por el propio investigador

Segun la taxonomia que se expone en la tabla N° 09, su descripcion es

la siguiente:
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Tabla N° 09: Taxonomia de Staphylococcus aureus

Reino Bacteria

Filo Firmicutes.

Clase Bacilli.

Orden Bacillales.

Familia Staphylococcaceae.
Genero Staphylococcus.
Especie Aureus.

Fuente: Bodero, 2010. (89)

A pesar que posee numerosos factores de virulencia, puede
convivir con el huésped formando parte de su flora normal sin

causar ningun dafio (90).

Esta bacteria tipo patdégena es responsable de un amplio
espectro de enfermedades, desde infecciones de piel y tejidos
blandos hasta infecciones graves pudiendo poner en riesgo la
vida, presentes en un 25 por ciento de personas sanas.
Prevalecen mas en humanos con infecciones de piel, ojos, nariz
0 garganta, puede provocar intoxicacién alimentaria cuando la
comida es contaminada y refrigerada inadecuadamente, su
periodo de incubacion es de 1 a 6 horas, multiplicandose
rapidamente a temperatura ambiente, generando una toxina que

da origen a la enfermedad (91).
S. aureus crece bien en medios de cultivo no selectivos como

agar sangre, agar chocolate o agar infusiébn cerebro-corazoén,

también en medios liquidos usados para hemocultivos permiten
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recuperar facilmente este microorganismo (92). (Ver las figuras
N° 08 y N° 09).

Figura N°09. Morfologia Figura N° 08. Morfologia
microscépica Staphylococcus macroscépica Staphylococcus
aureus aureus

Fuente: Bodero, 2010 (89).

2.3.4.2. Enfermedades causadas por Staphylococcus aureus

Responsable de una amplia gama de infecciones desde
infecciones cutaneas superficiales, de partes blandas y Osteo-
articulares como abscesos profundos, celulitis, infeccion de
heridas quirdrgicas, infecciones metastasicas, osteomielitis,
sepsis, neumonias necrotizante, endocarditis a infecciones
asociadas a protesis y catéteres intravasculares e infecciones
del sistema nervioso central, pudiendo obtener situaciones de
riesgo de vida, algunas cepas causan enfermedades mediadas
por toxinas (toxi-infecciones alimentaria); esto, debido a la
ingestion de enterotoxina B termoestable preformada (toxina
bacteriana de  naturaleza  proteica, que  presentan
termorresistencia), producida por una cepa toxigena, sindrome

del shock téxico y sindromes escarlatiniformes (93).
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Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)
estafilococica es una de las principales y frecuentes a nivel
mundial, la dosis de toxina que desencadena la enfermedad es
(1-5 wug/g alimento), produciendo peristaltismo intestinal
aumentado (accién simpaticomimético) y excesivos vomitos
(accion sobre el SNC). El periodo de incubacion es de 30
minutos a 10 horas (promedio 2 a 6 horas), evolucionando en 1
a 2 dias; el 10 por ciento de afectados requiere atencion médica,
la letalidad es de 0.03 por ciento en toda poblaciéon y 4 por

ciento en nifios y ancianos (94).

Gran parte de los brotes son originados por S. aureus coagulasa
positiva, ya que pocas cepas coagulasa negativa son capaces
de producir enterotoxinas, el alimento puede contaminarse de
manera endégena o en algun punto de su elaboracion; los
sintomas pueden aparecer a los 30 minutos a 8 horas después
de la ingestion del alimento, la intensidad de los sintomas va
depender de la cantidad de alimento contaminado ingerido, de la
concentracion de toxina y de la susceptibilidad individual. Se
presentan con nauseas, dolor abdominal, vomitos, diarrea y
postracion, los casos mas graves pueden presentar cefalea y
shock (95).

Staphylococcus aureus Meticilino resistente (SAMR):

Las cepas Staphylococcus aureus resistentes en su mayoria se
debe a la produccién de beta-lactamasa (penicilinasas), enzimas
extracelulares de origen plasmidico con la capacidad de
hidrolizar el anillo betalactamico impidiendo la actividad

antibiotica de las penicilinas (96).

52



2.3.5 Cefalexina

Es una cefalosporina de primera generacion, de accion bactericida
presenta mejor eficacia contra bacterias Gram positivas, en su mayoria,
a diferencia de las cefalosporinas de segunda y tercera generacion.
Entre las cepas Gram positivas sobre las que presente excelente accion
tenemos: Staphylococcus productores o no de penicilinasa (ejemplo, S.
aureus) y Streptococos (excepto los enterococos). Frente Gram

negativas su espectro es limitado a E. coli, Klebsiella y Proteus mirabilis.

2.3.5.1 Mecanismo de accién

Presenta amplio espectro; se une a las proteinas fijadoras (PBP
especificas) que estan ubicadas en el interior de la pared celular
de la bacteria, Inhibiendo asi la sintesis y reparacién de la pared
celular bacteriana produciendo defectos en ella, estos defectos

alteran su permeabilidad y originan la muerte de la bacteria.

Estas proteinas de unién a penicilinas se encuentran en varios
cientos a miles de moléculas por célula bacteriana. Y varian
entre diferentes especies bacterianas, por lo tanto, la actividad
intrinseca de cefalexina depende de su capacidad para acceder

y fijarse a la PBPs.

2.3.5.2 Farmacocinética
Distribucién: es amplia en tejidos y fluidos, atraviesa la barrera
placentaria, no alcanza niveles terapéuticos en el liquido céfalo

raquideo. Obtiene su maxima concentracion a nivel de higado y

rinones.
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Absorcién: es a nivel gastrointestinal de manera rapida y
completa, se administra por via oral. Antes de su absorcion en el
intestino delgado la cefalexina monohidrato debe ser convertida
a clorhidrato en el estdbmago. Una hora después de su
administracion alcanza la concentracion mas elevada en el
suero, siendo mas baja cuando se consumé con alimentos; en
menores de 6 meses la maxima concentracién alcanza en 3
horas después de su administracion y en nifios pequefios de 9-
12 meses es mas lenta la absorcién alcanzando la maxima
concentracion en 2 horas, mientras que en recién nacidos la

absorcion disminuye a un 50 por ciento.

Eliminacion: la vida media de la cefalexina en suero es de 0,5 a
1,2 horas en adultos con funcién renal normal, en recién nacidos
es de 5 horas y en nifios de 3 a 12 meses es en 2,5 horas; se
elimina en la orina sin sufrir alteracién. Mas del 90 por ciento de
la dosis administrada oral es excretada en 8 horas, en adultos

con funcién renal normal.

2.3.5.3 Contraindicaciones

Esta contraindicado en pacientes con hipersensibilidad a
cefalosporinas, pues causan reacciones de hipersensibilidad
en<5 por ciento de los pacientes. Estas reacciones de
hipersensibilidad se caracterizan por la aparicion de erupciones

cutaneas leves hasta anafilaxis fatal (97), (98).
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2.4. Formulacion de hipo6tesis
2.4.1. Hipotesis general
La actividad antibacteriana in vitro del extracto acuoso de Solanum
tuberosum (papa fermentada) y del aceite esencial de Thymus vulgaris
(tomillo) frente a cepas Staphylococcus aureus es alta.

2.4.2. Hipotesis especificas

1. El extracto acuoso de Solanum tuberosum (papa fermentada) posee

metabolitos bioactivos.

2. el aceite esencial de Thymus vulgaris (tomillo) posee metabolitos

bioactivos.
3. El extracto acuoso de Solanum tuberosum (papa fermentada)
presenta alta actividad antibacteriana in vitro frente cepas

Staphylococcus aureus.

4. El aceite esencial de Thymus vulgaris (tomillo) presenta alta actividad
antibacteriana in vitro frente a cepas Staphylococcus aureus.
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2.5. Operacionalizacion de variables e indicadores

Tabla 10. Matriz de operacionalizacion de variables e indicadores

VARIABLE CATEGORIA DIMENSIONES INDICADOR
Variable
Independiente Razon del .
) Aminoéacidos y
Metabolitos .
] ] alcaloides
Extracto acuoso bioactivos
Solanum 5%
tuberosum (papa
DE fermentada)
ESTUDIO
] . Terpenoides, taninos
Aceite esencial )
. Metabolitos y compuestos
Thymus vulgaris ) ) )
) 90% bioactivos fendlicos.
(tomillo)
Variable Diametro del halo de
Dependiente o Longitud del halo inhibicion segun las
o Cuantitativa o
Actividad inhibitorio pautas de Duraffourd.
antibacteriana in y CLSI
vitro
Fuente: elaborado por el propio investigador.
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2.6. Definicién de términos basicos

Aceites esenciales: compuestos aromaticos naturales y volatiles que se

pueden obtener mediante la destilacion por arrastre con vapor de agua (68).

Aceite esencial de Tomillo (Thymus vulgaris): es aquel que se obtiene luego

de la extraccion del aceite esencial a partir de la especie vegetal (72).

Agar: polimero sulfatado complejo de unidades de galactosa, extraido del
Gelidium cartilagineum, Gracilaria confervoides y otras algas rojas asociadas.
Se usa en forma de gel en la preparacion de medios de cultivo sdélidos para
microorganismos, como laxante, para la elaboracion de emulsiones y como

medio de soporte para la inmunodifusion y la inmunoelectroforesis (99).

Alcaloides: compuestos heterociclicos y nitrogenados, siendo normalmente
derivados de aminoacidos vy triterpenos. Actlan como metabolitos secundarios
de las plantas que han sido sintetizados partiendo de aminoacidos (100).

Aminoacidos: elementos esenciales de las enzimas que catalizan la sintesis
de azucares, almidon y otros componentes de hojas, flores y frutos. Son de vital
importancia en el metabolismo de los seres vivos, desde su condicion de ser las
unidades estructurales de las proteinas; intervienen en la regulacion endégena

del crecimiento y desarrollo vegetal (101).

Antibacteriano: sustancias que reducen el incremento gradual del numero,

tamafio, complejidad y reproduccion de las bacterias (99).
Antibiograma: el antibiograma es la prueba microbiologica que se realiza para

determinar la susceptibilidad (sensibilidad o resistencia) de una bacteria a un

grupo de antibiéticos (102).
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Antocianinas: son flavonoides pigmentados responsables de la mayoria de los
colores de las flores y los frutos. Por ello son importantes en la polinizacion y en
la dispersién de semillas. Son glicésidos con un azucar en posicion 3. Cuando

las antocianinas carecen de azucar se denominan antocianidinas (103).

Bacterias Gram positivas: las bacterias Gram positivas se tifien de color
purpura con la tincibn Gram ya que el colorante queda atrapado en la capa de
peptidoglucano (una estructura entrecruzada y gruesa que tiene forma de malla

y rodea a la célula) (104).

Bacterias Gram negativas: las bacterias Gram negativas presentan una capa
de peptidoglucano incapaz de retener el colorante cristal violeta, por lo que las
células se tifien con el colorante de contraste (safranina) y adquieren un color
rojo (104).

Cepa: es un conjunto de células homogéneas o clones, que deriva de la
reproduccion de una célula inicial Unica, seleccionada y aislada. También suele

referirse a las cepas como colonias puras de bacterias (105).

Compuestos fendlicos: son metabolitos secundarios de las plantas, unidas a
estructuras aromaticas o alifaticas, que actian como fitoalexinas (las plantas
heridas secretan fenoles para defenderse de posibles ataques fangicos o
bacterianos) y contribuyen a la pigmentacion de muchas partes de la planta
(106).

Efecto antibacteriano in vitro: es aquel que produce la muerte o impide el

crecimiento de una bacteria especifica. Se puede observar al momento de la

formacion del halo de inhibicion alrededor de la cepa (107).
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Extracto acuoso: preparacion en agua de la sustancia de una planta o un
animal que contiene la porcion biolégicamente activa sin el residuo celular
(108).

Extracto acuoso de Solanum tuberosum (papa fermentada): es aquel que

se obtiene luego de un proceso de fermentacion artesanal del tubérculo (15).

Flavonoides: compuestos polifenolicos caracterizados por una estructura
benzo-y-pirano, los cuales estdn ampliamente distribuidos en el reino vegetal y
se encuentran de forma universal en las plantas vasculares, en forma de
glicésidos y son importantes para su desarrollo y buen funcionamiento ya que
actian como atrayentes de animales en la oviposicion, como agentes
protectores contra la luz ultra violeta o contra la infecciébn por organismos
fitopatdogenos; ademas, estos compuestos presentan propiedades relacionadas

con la salud humana, lo cual esta basado en su actividad antioxidante (109).

Glicoalcaloides: metabolitos secundarios en forma de glicésidos unidos a
moléculas de azucares (glucosa, galactosa y rhamnosa), presentes en las
hojas, tallos, brotes y en menor concentracion en los tubérculos, en ciertos
niveles pueden ser toxicos para bacterias, hongos, virus, insectos, en animales
y seres humanos; puede actuar como anticancerigenos, antialérgicos,

antipirético, antiinflamatorio y ayudar en la reduccién del colesterol (110).

Halo de inhibicion: zona alrededor de un disco de antibidtico en un
antibiograma en el que no se produce crecimiento bacteriano en una placa de
agar inoculada con el germen, se mide la potencia del antibiético frente al

germen (111).

Metabolitos bioactivos: son aquellos compuestos que abarcan los metabolitos
primarios los cuales estan involucrados de forma directa en el crecimiento,

desarrollo y reproduccion de la planta (aminoacidos, carbohidratos, lipidos y
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acidos nucleicos) y metabolitos secundarios que son compuestos quimicos
sintetizados a partir del metabolismo primario (fenoles, terpenos y alcaloides)
(112).

Papa fermentada: técnica de transformacion de la papa mediante la cual se ha
contribuido a la generacion de varios derivados con fines alimenticios vy
posiblemente también curativo. La transformacion de los nutrientes va
ocurriendo mediante procesos de transformacién que dentro de la papa va
cambiando radicalmente por accién de la exposicion a fuertes heladas (49),
(58).

Quinona: son compuestos oxigenados que por sus caracteristicas son
dicetonas insaturadas, son producto de la oxidacién de los fenoles, se
encuentran en los seres vivos y son responsables de los colores en numerosos
vegetales, de acuerdo al sistema aromatico que adquieren cuando se reducen
se clasifican en benzoquinonas, naftaquinonas, antraquinonas vy

fenatraquinonas (113).

Staphylococcus aureus: bacteria anaerobia facultativa, Gram positiva,
productora de coagulasa, catalasa, inmovil y no esporuladas con un diametro
de 0.5 a 1.5 ym que posee caracteristicas particulares de virulencia y
resistencia a los antibiéticos. En los humanos causa una amplia variedad de

enfermedades infecciosas (91), (114).

Taninos: son compuestos fenolicos que poseen propiedades astringentes y
antiinflamatorias, asi como también capacidad antioxidante, tanto como

captadores de radicales libres como quelantes de metales (106).

Tincion Gram: tincion diferencial, ya que utiliza dos colorantes y clasifica a las
bacterias en dos grandes grupos: bacterias Gram negativas que son tefiidas de

rojo con safranina y bacterias Gram positivas que son tefiidas color azul intenso
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(purpura) con cristal-violeta (115).

Terpenoides: son una amplia clase de compuestos organicos de origen
natural; también se conocen como isoprenoides. Son los principales
componentes de la resina de las plantas y de los aceites esenciales extraidos
de dichas plantas. Usados en alimentacion, cosmética por su aroma, fragancia
y en medicina por sus propiedades anticarcinogénicas, antiulcerosas,

antimalariales y antimicrobianas (116), (117).

Via del acido maldnico o ruta de los poliacetatos: es una fuente importante
de fenoles en hongos y bacterias, pero es poco empleada en plantas
superiores. Esta ruta se inicia con Acetil Coenzima A (AcCoA), dando origen a
diferentes compuestos aromaticos, los que se agrupan como poliacetatos. Lo
gue ocurre en esta via, es que luego de varias transformaciones del AcCoA se
forma un poli-B-cetotioéster, el que se cicla para dar origen a diversos
poliacetatos. Uno de estos compuestos corresponde a las quinonas, las que
pueden describirse como sustancias oxigenadas producto de la oxidacion de
derivados aromaticos (103), (118).

Via del acido mevalonico o biosintesis de terpenoides: los terpenoides se
sintetizan a partir de metabolitos primarios mediante dos vias: La primera via es
la del acido mevaldnico, donde tres moléculas de acetil-CoA se condensan y
forman &cido mevaldnico, el que a su vez por varias reacciones forma
isopentenil difosfato (IPP). La otra via es la del metileritritol fosfato (MEP), el
que se forma a partir de gliceraldehido-3-fosfato y piruvato. Los terpenoides
estan constituidos por una unidad basica conocida con el nombre de isopreno y
su clasificacion se realiza de acuerdo al numero de unidades de isopreno que
contienen: monoterpenoides (10C), sesquiterpenoides (15C), diterpenoides
(20C), triterpenoides (30C), tetraterpenoides (40C), politerpenoides (mas de 8
unidades de C5H8) (118).
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Via del acido sikimico: se realiza a través del fosfoenolpiruvato y la eritrosa 4
fosfato que interacciona con el ciclo de los acidos tricarboxilicos o ciclo de
Krebs para dar aminoacidos aroméaticos y aminoacidos alifaticos, que en
definitiva generan dos familias de compuestos secundarios alcaloides y la
biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos. Dentro de ésta via se va
a dar origen a compuestos aromaticos como lignina, fenoles y taninos, entre
otros; por otro lado, de la combinacion de la via del &cido sikimico y de la del
acido malonico derivan compuestos fendlicos, donde los mas importantes son
los flavonoides (103), (118).
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CAPITULO 1lI
METODOLOGIA

3.1. Tipo de investigacion

El estudio por su naturaleza y alcance corresponde al tipo y disefio:

Experimental , porque se conté con un grupo control positivo constituido
por la cefalexina, un grupo control negativo representado por el Tween
80 y el agua destilada, y un grupo experimental representado por el
extracto acuoso de Solanum tuberosum (papa fermentada) y el aceite
esencial de Thymus vulgaris (tomillo). Cada grupo debidamente
representado por discos de papel filtros embebidos con las diferentes
sustancias. Ademas, fue realizado In vitro, debido a que la investigacion
se llevé a cabo en medios de cultivo que sirven para el desarrollo de las
bacterias y se manipulé de manera intencional las condiciones de la

investigacion.
Transversal, puesto que las variables fueron observadas en un solo
momento después de trascurrir un corto periodo de tiempo con una

aproximaciéon de 72 horas, después de realizado el cultivo.

Prospectivo, pues, la recoleccion de datos se realizé de acuerdo a la

ocurrencia de los hechos.
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3.2. Disefio de la investigacion

El proceso de investigacion que asumio el disefio experimental, se realiz6 en
tres etapas:

Primera etapa: estudio piloto para elegir las muestras adecuadas (preparacion
de las concentraciones y preparacion de la cepa).

Segunda etapa: determinar los principales metabolitos secundarios presente en
las muestras.

Tercera etapa: determinar la sensibilidad antibacteriana de las muestras.

3.3. Poblacion y muestra de la investigacion

3.3.1. Poblacion

Solanum tuberosum (papa fermentada), originario de Puno.

Thymus vulgaris (tomillo), originario de Arequipa.
3.3.2. Muestra

Solanum tuberosum (papa fermentada): 2.5g, 5g y 10g.

Aceite esencial de Thymus vulgaris (tomillo) de laboratorio “Runcato
E.ILR.L.”: (frasco por 20mL).

Grupo control positivo: cefalexina 30ug.
Grupo control negativo: agua destilada, Tween 80.

3.3.3. Muestreo

No probabilistico, porque la muestra es discrecional, no existiendo error

muestral (No se conoce la posibilidad de inclusién).
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3.3.4. Lugar de lainvestigacion

La presente investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de la Facultad
de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, ubicado en el Cercado de Lima, y en el
laboratorio de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la
Universidad Inca Garcilaso de la Vega, ubicado en el distrito de Pueblo

Libre, Lima.

3.4 Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

3.4.1. Técnica de recolecciéon de datos 1:

Estudio piloto para elegir la muestra adecuada.

3.4.2. Descripcion de instrumentol:

Primera etapa: estudio piloto para elegir las muestras adecuadas

(preparacion de las concentraciones y preparacion de la cepa).

Procedimiento de la obtencién del extracto acuoso de Solanum
tuberosum (papa fermentada): Tocosh

Se obtuvo 30 gramos de la muestra, la cual se trozé de forma manual se
pesaron 3 cantidades diferentes en una balanza analitica para la
obtencién de 3 concentraciones distintas. Se les agregd agua destilada a
cada muestra con agitacion constante y se procedio a dejar 4 horas en
bafio maria a una temperatura de 67°C. Pasado ese tiempo el resultado
se filtr6 3 veces, utilizando papel filtro (Whatman N°1), obteniéndose un
extracto purificado. La solucién resultante fue guardado en refrigeracion
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a una T° entre 4 a 8 °C en frascos de vidrio color &mbar, hasta la
realizacion del analisis microbioldgico.
La preparacion de las diferentes concentraciones de extracto acuoso se

realizo, segun la tabla N°11.

Tabla N°11: Concentraciones del Tocosh

Solanum
tuberosum (papa Volumen de agua Volumen final Concentracién (%)
fermentada): destilada
tocosh
25¢g 47.50 ml 50 mi 5%
59 45.00 ml 50 ml 10 %
10g 40.00 mi 50 ml 20 %

Fuente: elaborado por el propio investigador

Procedimiento de la obtencion del extracto acuoso de Chufo

blanco

Se obtuvo 30 gramos de la muestra, la cual se pulveriz6 de forma
manual, se pesaron 3 cantidades diferentes en una balanza analitica
para la obtencién de 3 concentraciones distintas. Se les agregdé agua
destilada a cada muestra, dichas mezclas se agitaron hasta su
disolucion, dejandolos 4 horas en bafio maria a una temperatura de
67°C. Pasado ese tiempo el resultado se filtré 3 veces, utilizando papel
filtro (Whatman N°1), obteniéndose un extracto purificado. La solucién

resultante fue guardado en refrigeracion a una T° entre 4 a 8 °C en
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frascos de vidrio color

microbioldgico.

ambar,

hasta la

realizacion del

andlisis

La preparacion de las diferentes concentraciones de extracto acuoso se

realizd, segun la tabla N°12.

Tabla N° 12. Concentraciones del Chufio Blanco

Solanum
tuberosum (papa
fermentada): Volumen de agua Volumen final Concentracion (%)
Chufio blanco destilada
25¢g 47.50 ml 50 ml 5%
59 45.00 ml 50 mi 10 %
109 40.00 ml 50 ml 20%

Fuente: elaborado por el propio del investigador

Procedimiento de la obtencion del extracto acuoso de Chufio Negro

Se obtuvo 30 gramos de la muestra, la cual se pulverizd6 de forma
manual, se pesaron 3 cantidades diferentes en una balanza analitica
para la obtencion de 3 concentraciones distintas. Se les agreg6é agua
destilada a cada muestra, dichas mezclas se agitaron hasta su
disolucion, dejandolos 4 horas en bafio maria a una temperatura de
67°C. Pasado ese tiempo el resultado se filtré 3 veces, utilizando papel
filtro (Whatman N°1), obteniéndose un extracto purificado. La solucion
resultante fue guardado en refrigeracion a una T° entre 4 a 8 °C en
frascos de vidrio color ambar, hasta la realizacion del analisis
microbioldgico.

67



La preparacion de las diferentes concentraciones de extracto acuoso se

realizo, segun la tabla N°13.

Tabla N° 13: Concentraciones del Chuiio Negro

Solanum
tuberosum (papa
fermentada): Volumen del Volumen final Concentracion (%)
Chufio negro agua destilada
25¢g 47.50 ml 50 mi 5%
59 45.00 ml 50 ml 10 %
10g 40.00 mi 50 ml 20 %

Fuente: elaborado por el propio investigador

Obtencién del aceite esencial de tomillo.

El aceite esencial se solicito en el laboratorio “Runcato E.I.R.L.” (Ver
ANEXO N° 03) en la cual se utilizé el método de destilacion por arrastre
a vapor y fue entregado por el jefe destilador Julio Cesar Nieves
Cervantes. Se prepararon en 3 concentraciones diferentes en una fiola
de 5ml y se agreg6 tween 80 a cada muestra. Luego se colocé cada una
de las concentraciones en frascos de vidrio de color ambar estéril, para
protegerlas de la luz, y fueron llevadas posteriormente a refrigeracion

entre 4 a 8 °C, hasta la realizacién del andlisis microbiolégico.

La preparacion de las diferentes concentraciones del aceite esencial de
tomillo estan explicadas en la tabla N°14.
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Tabla N° 14: Concentraciones del aceite esencial Thymus vulgaris

(tomillo)
Volumen del aceite | Volumen del Tween
esencial 80 Volumen final Concentracion (%)
2.5ml 2.5ml 5mi 50 %
3,5ml 1,5ml 5ml 70 %
4,5ml 0,5ml 5mi 90 %

Obtencién de la cepa

Las cepas utilizadas en el

Fuente: elaborado por el propio investigador

ensayo de actividad antimicrobiana

corresponden a las Americam Type Culture Colletion (ATCC), son de

referencia internacional y forman parte de unas bacterias minima de

cepas gue se emplean para estos estudios.

Staphylococcus aureus, con el codigo ATCC® 29213™ ' 365 - 83 — 1 /
2017 - 11 0365P. Del instituto nacional de salud (INS). (Ver ANEXO N°7)
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Preparacion de la cepa

Una vez obtenida la cepa, se procedioé a realizar un cultivo en medio
especifico agar manitol salado dejandola incubar a 37°C por 24 a 48
horas, luego de ese tiempo se observd crecimiento de colonias, las
pruebas bioquimicas de confirmacion complementarias que se realizaron
fueron prueba de oxidasa y catalasa siendo las colonias de
Staphylococcus aureus coagulasa positivas y catalasa positivas. Del
medio de cultivo aislado se tomaron colonias de Staphylococcus aureus
gue se suspendieron en solucién salina fisiologica y se obtuvo una
titulacion hasta alcanzar una turbidez que se comparo con el tubo N° 0.5
del nefelémetro de Mac Farland equivalente a 1,5 x 10® UFC/ml. Esta
comparacion se llevo a cabo visualmente utilizando un fondo oscuro y
una fuente de luz adecuada. El tubo conteniendo la bacteria fue girado

entre las manos durante 30 segundos, antes de proceder al sembrado.
3.4.3. Validacion de instrumento

Valor de CIM o el halo de inhibicién del CLSI utilizados para indicar
sensible, intermedio y resistente se definen para el antimicrobiano,
segun Tabla N°15 y escala Duraffourd, utilizada también para indicar
sensibilidad Nula ,Sensible, Muy sensible, Sumamente sensible para el

antimicrobiana segun la Tabla N°16.
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Tabla N° 15: Valor de CIM o halo de inhibicién del CLSI para indicar

sensibilidad
CIM (ug/ml) Halos de inhibicion
(mm)
Sensible <4 220
Intermedio 8-16 15-19
Resistente =32 <14

Fuente: Malbran CG. clinical and laboratory standards institute. (119)

Tabla N° 16: Escala de Duraffourd para indicar sensibilidad

antimicrobiana

Halos de inhibicion
Leyenda (mm)
Nula ) <8
Sensible (+) 8-14
Muy sensible (++) 14-20
Sumamente sensible (+++4) >20

Fuente: Duraffourd C, 1987. (120)
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Primero: se realizd el estudio piloto con Solanum tuberosum (papa

fermentada) para poner a prueba la viabilidad, el equipo y los métodos,

con un ensayo a pequefia escala:

a) Extracto acuoso de tocosh: en seis placas petri con medio agar Miller-

Hinton sembradas con cepa de Staphylococcus aureus ATCC29213, se

dividen en tres grupos de dos:

Grupo 1: se coloco en cada placa un disco embebido con
extracto acuoso de tocosh al 5 por ciento y disco de cefalexina
30ug.

Grupo 2: se colocod en cada placa un disco embebido con
extracto acuoso de tocosh al 10 por ciento y disco de

cefalexina 30ug.

Grupo 3: se coloco en cada placa un disco embebido con
extracto acuoso de tocosh al 20 por ciento y disco de

cefalexina 30pg.

b) Extracto acuoso de chufio blanco: en seis placas petri con medio agar

Miuller-Hinton sembradas con cepa de Staphylococcus aureus

ATCC29213, separadas en tres grupos de dos:

Grupo 1: se coloc6 en cada placa un disco embebido con
extracto acuoso de chuiio blanco al 5 por ciento y disco de

cefalexina 30pg.

Grupo 2: se colocd en cada placa un disco embebido con
extracto acuoso de chufio blanco al 10 por ciento y disco de
cefalexina 30ug.
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e Grupo 3: se colocé en cada placa un disco embebido con
extracto acuoso de chufio blanco al 20 por ciento y disco de

cefalexina 30ug.

c) Extracto acuoso chufio negro: en seis placas petri con medio agar
Miuller-Hinton sembradas con cepa de Staphylococcus aureus

ATCC29213, separadas en tres grupos de dos:

e Grupo 1: se colocoé en cada placa un disco embebido con
extracto acuoso de chufio negro al 5 por ciento y disco de

cefalexina 30pg.

e Grupo 2: se colocé en cada placa un disco embebido con
extracto acuoso de chufio negro al 10 por ciento y disco de

cefalexina 30ug.

e Grupo 3: se coloco en cada placa un disco embebido con
extracto acuoso de chufio negro al 20 por ciento y disco de

cefalexina 30pg.

d) En dos placas petri con medio agar Muller-Hinton sembradas con cepa
de Staphylococcus aureus ATCC29213, se colocaron discos embebidos

con agua destilada.

Después de 72 horas en estufa a T° 37C se procedié a dar la lectura de

los resultados, indicados en la Tabla N°17.

Segundo: Se realizo el estudio piloto con Thymus vulgaris (tomillo) para
poner a prueba la viabilidad, el equipo y los métodos, con un ensayo a

pequefia escala:
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b)

d)

En dos placas petri con medio agar Miiller-Hinton sembradas con cepa
de Staphylococcus aureus ATCC29213, se colocaron discos embebidos

con tween 80.

En dos placas petri con medio agar Muller-Hinton sembradas con cepa
de Staphylococcus aureus ATCC29213, se colocaron discos de

cefalexina 30ug.

En dos placas petri con medio agar Muller-Hinton sembradas con cepa
de Staphylococcus aureus ATCC29213, se colocaron discos embebidos

con aceite esencial Thymus vulgaris al 50 por ciento.

En dos placas petri con medio agar Miller-Hinton sembradas con cepa
de Staphylococcus aureus ATCC29213, se colocaron discos embebidos

con aceite esencial Thymus vulgaris al 70 por ciento.

En dos placas petri con medio agar Muller-Hinton sembradas con cepa
de Staphylococcus aureus ATCC29213, se colocaron discos embebidos
con aceite esencial Thymus vulgaris al 90 por ciento.

Después de 72 horas en estufa a T° 37C se procedi6 a dar la lectura de

los resultados, indicados en la tabla N°18.

Después de realizado el estudio piloto se procedi6 a realizar la marcha
fitoquimica y los estudios finales de la investigacion eligiendo como
muestras el extracto acuoso Solanum tuberosum (papa fermentada):
Chufio negro al 5 por ciento y aceite esencial Thymus vulgaris (tomillo) al

90 por ciento.
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3.4.3. Técnica de recolecciéon de datos 2

Marcha fitoquimica para identificar los tipos de metabolitos presentes.
(Ver en las tablas N° 19 y N° 20).

3.4.4. Descripcion de instrumentos 2

Segunda etapa: Marcha fitoquimica

La marcha fitoquimica se realiz6 para determinar el tipo de metabolitos
presentes en el extracto acuoso Solanum tuberosum (chufio negro) y en
el aceite esencial del Thymus vulgaris (tomillo). Para lo cual se trabajé 5
g del extracto seco del chufio negro y 5ml de aceite esencial del tomillo
los cuales se disolvieron con 5 ml de alcohol al 96° en un tubo de

prueba para realizar los respectivos ensayos:

1. Determinacion de taninos con gelatina: se colocé en un tubo de
ensayo 10 gotas del extracto con 2 gotas del reactivo de gelatina. La

presencia de turbidez se considero positiva.

2. Determinacion de aminoacidos con Ninhidrina: se colocé en un
tubo de ensayo 10 gotas del extracto con 2 gotas del reactivo de

ninhidrina. La coloracion violacea se consideré positiva.

3. Determinacion de compuestos fendélicos con Fe CI3 (tricloruro de
hierro): se coloc6 en un tubo de ensayo 10 gotas del extracto con 2
gotas de Fe CI3 (tricloruro de hierro). La presencia del precipitado

rojo oscuro o marron se considero positivo.

4. Determinacién de alcaloides con Draggendorff: se coloco en un

tubo de ensayo 10 gotas del extracto con 2 gotas del reactivo de
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Draggendorff. La presencia del precipitado rojo ladrillo se considerd

positivo.

5. Determinacion de alcaloides con Mayer: se colocé en un tubo de
ensayo 10 gotas del extracto con 2 gotas del reactivo de Mayer. La

presencia de precipitados blanco o amarillo se consideroé positivo.

6. Determinacion de quinonas con NaOH: se colocé en un tubo de
ensayo 10 gotas del extracto con 2 gotas reactivo NaOH al 5 por

ciento. La coloracion naranja se considero positiva.

7. Determinacion de carbohidratos con Molish: se colocé en tubo de
ensayo 10 gotas del extracto con 1 gota del reactivo Molish sin agitar
y acido sulfarico en zona. La formaciéon de anillo rojo se considerd

positivo.

8. Determinacion de flavonoides con Shinoda: se coloco en tubo de
ensayo 10 gotas del extracto con trocitos de magnesio metdlico y
acido clorhidrico concentrado (HCI) en zona. La coloracion roja o

rosada se considero6 positiva.

9. Determinacion de terpenoides y/o esteroides con Lieberman: se
coloc6 en un tubo de ensayo 10 gotas del extracto con 10 gotas de
cloroformo, 3 gotas de anhidrido acético y 1-2 gotas de &acido
sulftrico en zona. La coloracion rojo naranja se considero positiva.

3.4.5. Técnica de recoleccidon de datos 3

Método de difusion en disco para el estudio de la sensibilidad a los
antimicrobianos. (Ver las tablas N° 21, N° 22 y N° 23).
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3.4.6. Descripcién del instrumento 3

Tercera etapa: Determinar la sensibilidad antibacteriana de las muestras

por el método de difusion en disco.

Para la cepa Staphylococcus aureus se usé el agar Miller-Hinton. Se
vertio 25 ml del agar en placas de 90mm sobre la superficie logrando
una altura de 4 + 0,5 mm. Se us6 teniendo cuidado de que no existan
gotas de agua en la superficie del agar. El in6culo se prepard
suspendiendo una colonia en solucién salina al 0.9 por ciento hasta que
se logr6 una turbidez uniforme visible igual a la densidad

correspondiente al 0,5 McFarland.

Inmediatamente se preparo el indculo, se embebid la torunda de algodén
para gue no se extraiga exceso se presiono contra las paredes del tubo,
se procedid a colocar en forma uniforme sobre la superficie en la
totalidad de la placa aplicada en tres direcciones a una distancia de 10

cm de la llama del mechero.

Se continud colocando dos discos por placa, el primero embebido con el
extracto acuoso Solanum tuberosum (chufio negro) al 5 por ciento y el

segundo con cefalexina 30ug. Se realizaron 5 repeticiones.

En el caso del aceite esencial Thymus vulgaris (tomillo) al 90 por ciento,

se coloco un disco por placa. Se realizaron 5 repeticiones.

Luego se incubaron las placas invertidas a una temperatura de 37°C por

un tiempo de 48 horas después de aplicados los discos.

Posteriormente se midieron los halos de inhibicidn (susceptibilidad) de

cada concentracién con una regla vernier. Los resultados se compararon

77



con la escala de CLSI y Duraffourd y se determind la sensibilidad o

resistencia.

3.5 Técnicas para el procesamiento y andlisis de datos

El procesamiento y analisis de datos se efectu6 a través de estudios

estadisticos en el uso de software SPSS version 24 para Windows.
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CAPITULO IV

PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

4.1. Procesamiento de datos. Resultados

4.1.1. Primera etapa:

Para el estudio piloto se obtuvieron los resultados de las tablas N° 17 y

N°18.

Tabla 17. Resultados microbiol6gicos del estudio piloto del Solanum

tuberosum (papa fermentada)

Chufio Chufio Chufio Chufio Chufio Chufio
Ndmero Agua Tocosh Tocosh Tocosh blanco blanco blanco negro negro negro
de destilada 5%/ 10% / 20% / 5%/ 10%/ 20% / 5%/ 10% / 20% /
placas cefalexina | cefalexina | cefalexina | cefalexina | cefalexina | cefalexina | cefalexina | cefalexina | cefalexina
Placal
Oomm Oomm/ Oomm/ Omm/ Omm/ | Omm/ Omm/ 21mm/ | 0.5mm/ Oomm/
medida
de halo 31lmm 31,5mm 31mm 31lmm 31lmm 31,5mm 31lmm 31,5mm 31lmm
inhibitorio
Placa2 Omm Omm/ Oomm/ Oomm/ Oomm/ omm/ Omm/ 20,5mm Oomm/ Oomm/
medida
ol 31mm 31mm 31mm 31mm 31mm 31mm /31mm 31mm 31mm
e halo
inhibitorio

Fuente: elaborado por el propio investigador.
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Tabla N° 18: Resultados microbioldgicos del estudio piloto del aceite Thymus
vulgaris (tomillo).

Aceite Aceite Aceite
Numero de Tween | Cefalexina | esencial | esencial | esencial
placas
80 30ug a 50% a70% a 90%
Placa 1
Omm 31mm 3mm 8mm 16mm
medida de halo
inhibitorio
Placa 2
Omm 30.5mm 3mm 9mm 15.5mm
medida de halo
inhibitorio

Fuente: elaborado por el propio investigador.
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4.1.2. Segunda etapa:

Para la Marcha fitoquimica se obtuvieron los resultados de las tablas N°

19 y N° 20.

Tabla N° 19: Resultados de la Marcha fitoquimica del extracto acuoso Solanum

tuberosum (papa fermentada)

Extracto acuoso Solanum
ENSAYOS | METABOLITOS tuberosum
Resultado | Observaciones
Gelatina Taninos + Poca turbidez
Ninhidrina Aminoacidos +++ Violaceo
Compuestos + Poca coloracion
Fecl3 fendlicos
Dragendorf Alcaloides ++ Rojo ladrillo
Mayer Alcaloides + coloracion
amatrillo
NaoH Quinonas - ninguno
Molish Carbohidratos + Poca formacién
de anillo rojo
Shinoda Flavonoides ++ Poca coloracion
rosada

Leyenda: excelente (+++) buena (++) escasa (+) nula (-)

Fuente: elaborado por el propio investigador.
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Tabla N° 20: Resultados de la Marcha Fitoquimica del aceite esencial Thymus

vulgaris (tomillo)

Aceite esencial Thymus
ENSAYOS METABOLITOS vulgaris
Resultado | Observaciones
Gelatina Taninos +++ Turbidez
Ninhidrina Aminoacidos - Ninguno
Compuestos +++ Rojo oscuro
Fecl3 fendlicos
Dragendorff Alcaloides + Poca coloracion
Mayer Alcaloides - Ninguno
NaOH Quinonas - Ninguno
Molish Carbohidratos + Poca formacion
de anillo rojo
Shinoda Flavonoides - Ninguno
Lieberman terpenoides y/o +++ Rojo-naranja
buchard esteroides

Leyenda: excelente (+++) buena (++) escasa (+) nula (-)

Fuente: elaborado por el propio investigador
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4.1.3. Tercera etapa:

Para la determinacion de la sensibilidad antibacteriana el resultado se
indica en las tablas N° 21, 22 y 23.

Tabla N° 21: Resultados microbiolégicos del grupo control

Cefalexina escala CLSI | escala

Duraffourd

Placa 1 31,00mm sensible Sumamente
sensible

Placa 2 31,5mm sensible Sumamente
sensible

Placa 3 31,5mm sensible Sumamente
sensible

Placa 4 31,00mm sensible Sumamente
sensible

Placa 5 31,00mm sensible Sumamente
sensible

Media | 31.20mm=0.3 sensible Sumamente
sensible

Fuente: elaborado por el propio investigador.



Tabla N° 22: Resultados microbioldgicos del extracto acuoso Solanum

tuberosum (chufio negro) al 5%

Extracto escala CLSI escala
acuoso Duraffourd
Placa 1 20,50 mm sensible Sumamente
sensible
Placa 2 21,00mm sensible Sumamente
sensible
Placa 3 21,00mm sensible Sumamente
sensible
Placa 4 21,00mm sensible Sumamente
sensible
Placa 5 20,50mm sensible Sumamente
sensible
Media 20,80mm=0.3 sensible Sumamente
sensible

Tabla N° 23:

Fuente: elaborado por el propio investigador.

Resultados microbioldgicos del aceite esencial Thymus vulgaris
(tomillo) al 90%
Aceite escala CLSI escala
esencial Duraffourd
Placa 1 15,50mm intermedio Muy
sensible
Placa 2 16,00mm Intermedio Muy
sensible
Placa 3 16,00mm Intermedio Muy
sensible
Placa 4 15,50mm Intermedio Muy
sensible
Placa 5 15,50mm Intermedio Muy
sensible
Media | 15,70mmz=0.3 Intermedio Muy
sensible

Fuente: elaborado por el propio investigador.
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4.2. Discusion de los resultados

Los resultados microbiologicos del estudio piloto del extracto acuoso del
Solanum tuberosum (papa fermentada) obtenidos, segun la tabla N° 17,
expresan que el grupo control presentaron para el agua destilada, Omm vy
cefalexina, 31 a 31,5mm halos de inhibicién. Para el grupo de muestras del
tocosh al 5, 10, 20 por ciento es de Omm, del chufio blanco de 5, 10, 20 por
ciento es de Omm. En el caso del Chufio negro al 5 por ciento dio un halo de
inhibicién de 21mm. En el caso de 10 y 20 por ciento, por la dificultad en la
filtracion dio resultados de halos de inhibicion, Omm. Lo que demostr6é que la
muestra indicada para el trabajo de investigacion es el Chufio negro al 5 por

ciento.

Los resultados microbiologicos del estudio piloto del aceite esencial de Thymus
vulgaris (tomillo), segun la tabla N°18, expresan que el grupo control
presentaron para el tween 80, Omm y cefalexina, 31 a 31,5mm halos de
inhibicion. Para el grupo de muestras del aceite esencial de Thymus vulgaris
(tomillo) al 50 por ciento es de 3mm, al 70 por ciento es 8.5mm y al 90 por
ciento de 18.5mm halos de inhibicion. Lo que demostré que la muestra indicada
para el trabajo de investigaciéon es el aceite esencial del Thymus vulgaris

(tomillo) al 90 por ciento.

Al analizar los resultados de los metabolitos bioactivos mediante una marcha
fitoquimica del extracto acuoso del Solanum tuberosum como chufio negro,
presentada en la tabla N°19. Se observa la presencia de aminoacidos,
alcaloides y flavonoides (antocianinas) que podria ser explicado por la
presencia de estos en plantas con condiciones de temperaturas extremas como
es el congelamiento; también dio positivo en alcaloides explicable ya que se
obtienen de los aminoéacidos. Pudiéndose interpretar que el sabor amargo que
obtiene, se debe a los metabolitos de estrés que segrega Illamados

Glicoalcaloides (GAT), los cuales son metabolitos secundarios constituidos por
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glucésidos esteroidales (a- solanina y a-choconina) que son componentes
fitopatogenos que defienden a la planta de hongos (28) y que segun
Clirisllansen (41) tiene efectos antibacterianos y antifangicos. Como lo
menciona Silva y colaboradores (28) cuando realizaron un estudio para el
posible aprovechamiento de los glicoalcaloides de los residuos de papa en la
aplicacion de la desinfeccion del agua residual por su eficiencia en la reduccion

de bacterias.

El estudio de Sandoval M. et al. (17) en el andlisis fitoquimico, hallaron
aminodacidos libres, alcaloides, azlcares reductores, compuestos fendlicos,
triterpenoides y esteroides, asi como Lépez Y. (13) indica la existencia de
aminoacidos todo coincidente con lo hallado en la investigacion, pero indica
compuestos fendlicos que si bien fueron hallados estos fueron en pequefias

cantidades pudiendo ser explicado por el tipo de papa fermentada trabajada.

El estudio de Amanpour R. et al. (20) menciona que el extracto hidroalcohdlico
presenta efecto antibacteriano en Gram positivo como Staphylococcus aureus
indicando que es debido a los compuestos fendlicos llamados flavonas y

antocianinas.

Al analizar los resultados de los metabolitos bioactivos mediante una marcha
fitoquimica del aceite esencial Thymus vulgaris (tomillo) (tabla N°20), se

observa la presencia de terpenoides, taninos y compuestos fendlicos.

Rojas M. et al. (24) demostraron la prevalencia de monoterpenoides,
identificando al timol en 57 por ciento, el p-cimoneno en 14.7 por ciento y el g-
terpineno en 14.1 por ciento y, ademas, evidenciaron un elevado efecto
antibacteriano sobre P. carotovorum subsp. Carotovorum. En el estudio de
Aguilar N. (16) se mencion6 que el efecto antibacteriano del Fusobacterium
nucleatum y Enterococcus faecalis son dados por el timol, asi como también

Meneses R. (18) que demuestra el efecto antibacteriano frente a Streptococcus
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Mutans. Ademas, Coy C. et al. (26) encontraron 1-8-cineol al 21.5 por ciento y
o-cimeno 17,9 por ciento que le atribuye el efecto antibacteriano frente a Gram

positivos y negativos.

Los resultados que se muestran en la tabla N°21 indican que el grupo control
cefalexina presenta 31.2+0.3mm halos de inhibicion, lo que demostraria que su
efecto antibacteriano frente al Staphylococcus aureus viene a ser una

antibacteriano sensible segiin CLSI y sumamente sensible segun Duraffourd.

Los resultados de la tabla N°22 expresan que el extracto acuoso del Solanum
tuberosum como chufio negro al 5 por ciento presenta una media de
20,8+0.3mm, considerado como de actividad antibacteriana sensible, segun
CLSI y muy sensible, segun la escala de Duraffourd, lo que nos permitié
determinar que si bien el extracto acuoso al 5 por ciento del chufio negro es un
antibacteriano sensible frente a Staphylococcus aureus no es tan sensible como
la cefalexina. Se debe mencionar que seria explicable por ser una
concentracibn muy baja y que no se puede trabajar con concentraciones mas
altas porque no permite su filtracion. Lo que demuestra Pesante (15) que hallo
efecto antibacteriano con un 5 por ciento de extracto frente a cepas de

Escherichia coli encontrando un efecto antibacteriano moderadamente sensible.

Los resultados de la tabla N°23 permite observar que el aceite esencial Thymus
vulgaris al 90 por ciento presenta una media de 15.7+0.3mm halos de inhibicién
considerado como de actividad antibacteriana intermedia, segun CLSI, y muy
sensible, segun la escala de Duraffourd. Lo que se demuestra en el estudio de
Coy C. et al. (26) que identificaron metabolitos secundarios presentes en el
aceite esencial de tomillo frente a las cepas de Staphylococcus aureus resulto

ser el microorganismo mas sensible.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

1. Se haidentificado en el extracto acuoso de Solanum tuberosum (chufio negro)

aminoacidos, alcaloides y flavonoides (antocianinas).

2. Se ha identificado en el aceite esencial de Thymus vulgaris (tomillo)

terpenoides, taninos y compuestos fendlicos.

3. Extracto acuoso de Solanum tuberosum (chufio negro) frente a cepas
Staphylococcus aureus tiene actividad antibacteriana considerada como

sensible segun CLSI y sumamente sensible para Duraffourd.

4. El aceite esencial de Thymus vulgaris (tomillo) frente a cepas Staphylococcus
aureus tiene actividad antibacteriana considerada como intermedia segun

CLSI y muy sensible para Duraffourd.
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5.2. Recomendaciones

1. Se recomienda al Minsa tener como una alternativa econémica el uso de
plantas medicinales Solanum tuberosum (chufio negro) y Thymus vulgaris

(tomillo) en pacientes de bajos recursos aplicando la medicina natural.

2. Se recomienda promover en hospitales, postas y redes de salud el uso de

medicina alternativa natural.

3. Se recomienda a los profesionales de la salud prescribir como medicina
alternativa tratamientos naturales reduciendo la posibilidad de resistencia

bacteriana y efectos adversos.

4. Se recomienda realizar un estudio in vivo del efecto antibacteriano del
extracto acuoso Solanum tuberosum (chufio negro) y del aceite esencial

Thymus vulgaris (tomillo) para determinar su efecto antibacteriano.
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ANEXO 01. Matriz de consistencia

TITULO: “ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ACUOSO Solanum tuberosum (papa fermentada) Y ACEITE
ESENCIAL Thymus vulgaris (tomillo), FRENTE A CEPA Staphylococcus aureus, ESTUDIO in vitro”.

PROBLEMAS OBJETIVOS | HIPOTESIS VARIABLES DIMENSIONES | INDICADORES METODOLOGIA
GENERAL: GENERAL: GENERAL: VI: VI VI: Método:
Observacional.
¢Cual es la actividad | Determinar la actividad | La actividad Extracto acuoso de Metabolitos Aminoacidos
antibacteriana in vitro | antibacteriana in vitro | antibacteriana in vitro Solanum tuberosum bioactivos alcaloides Disefio:
del extracto acuoso | del extracto acuoso de | del extracto acuoso de (papa fermentada). Se realiz6 en 3 etapas:
Solanum  tuberosum | Solanum  tuberosum | Solanum tuberosum 1° Estudio piloto
(papa fermentada) y | (papa fermentada) y | (papa fermentada)y del Aceite esencial de Metabolitos Terpenoides, 2°identificacion de los
del aceite esencial de | del aceite esencial | aceite  esencial de Thymus vulgaris bioactivos taninos y compuestos | metabolitos bioactivos.
Thymus vulgaris | Thymus vulgaris | Thymus vulgaris (tomillo). fenolicos 3° determinacion de
(tomillo) frente a cepa | (tomillo) frente a cepa | (tomillo) frente a cepas sensibilidad antibacteriana.
Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus aureus
aureus? aureus. es alta.
VD: Tipo:
VD: VD: Experimental
Diametro del halo de | Transversal
ESPECIFICOS: ESPECIFICOS: ESPECIFICOS: Efecto antibacteriano | Longitud del inhibicién segln las | Prospectivo.
in vitro. halo inhibitorio. | pautas de Duraffourd.
¢El extracto acuoso de | Identificar tipos de | El extracto acuoso de y CLSI Nivel:
Solanum  tuberosum | metabolitos bioactivos | Solanum tuberosum Bésico.
(papa fermentada) | presentes en el | (papa fermentada)
tendra metabolitos | extracto acuoso de | posee metabolitos Poblacién y muestra:
bioactivos? Solanum  tuberosum | bioactivos. Solanum tuberosum (papa

¢El aceite esencial de
Thymus vulgaris
(tomillo) tendra
metabolitos bioactivos?

¢Cual es la actividad
antibacteriana in vitro
del extracto acuoso de

(papa fermentada).

Identificar tipos de
metabolitos bioactivos
presentes en el aceite
esencial de Thymus
vulgaris (tomillo).

Determinar la actividad

El aceite esencial de
Thymus vulgaris
(tomillo) posee
metabolitos bioactivos.

El extracto acuoso de
Solanum tuberosum
(papa fermentada)

UA:

Cepas Staphylococcus
aureus ATCC 29213.

fermentada) de Puno.
Thymus vulgaris (tomillo) de
Arequipa

Muestra:

Solanum tuberosum (papa
fermentada):

25g, 5g, 10g.
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Solanum tuberosum

(papa fermentada)
frente a cepas
Staphylococcus
aureus?

¢,Cual es la actividad
antibacteriana in vitro
del aceite esencial de
Thymus vulgaris
(tomillo) frente a cepas
Staphylococcus
aureus?

antibacteriana in vitro
del extracto acuoso de
Solanum  tuberosum

(papa fermentada)
frente a cepas
Staphylococcus
aureus.

Determinar la actividad
antibacteriana in vitro
del aceite esencial de
Thymus vulgaris
(tomillo) frente a cepas
Staphylococcus
aureus.

presenta alta actividad
antibacteriana in vitro
frente cepas
Staphylococcus aureus.

El aceite esencial de
Thymus vulgaris
(tomillo) presenta alta
actividad antibacteriana
in vitro frente a cepas
Staphylococcus aureus.

Aceite esencial Thymus vulgaris
(tomillo) de laboratorio “Runcato
E.Il.LR.L.” (frasco por 20 mL).

Grupo control: cefalexina 30ug
Grupo negativo: agua destilada,
tween 80.

Técnica e Instrumento de
recolecciéon de datos

Técnica:
Marcha Fitoquimica.
Método de difusiéon en disco.

Instrumento:

Identificacion de los metabolitos
bioactivos.

Estudio de la sensibilidad a los
antimicrobianos.

Procesamiento y andlisis:
Se medira con una regla o
vernier los halos de inhibicién
en las placas Petri.
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ANEXO 02. Certificado Thymus vulgaris (tomillo)

CERTIFICADO

Por medio de la presente tenemos a bien certificar que el producto
aceite esencial de Tomillo (Thymus vulgaris) , con su principal
componente Timol 35 - 50% es 100% puro, producido utilizando el
metodo de destilacién por arrastre al vapor.

Este certificado es emitido a solicitud de la Srta. Yisse Mamani

Uchasara .

Se extiende este documento a solicitud de la interesada, para los
fines que estime conveniente

Atentamente:

<

Julio Nieves Lima 22 de Febrero del 2017

Destilador Jefe

T
Runcato E.1.r
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“ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ACUOSO Solanum tuberosum
(papa fermentada) Y ACEITE ESENCIAL Thymus vulgaris (tomillo), FRENTE A CEPA
Staphylococcus aureus, ESTUDIO in vitro”

ANEXO 03.Fotos tomadas de la realizacion del Marcha Fitoquimica.

EEIT “uu, Al
1x||_’_____L.

Foto N°2. Aplicacion de los Foto N°3. Aplicacion de los
reactivos a la muestra del reactivos a la muestra del
Solanum  tuberosum (papa Thymus vulgaris (tomillo).
fermentada).
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Foto N°4. Ensayo del extracto acuoso Solanum tuberosum (papa fermentada).

Foto N°5. Ensayo del aceite esencial thymus vulgaris (tomillo).
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ANEXO 04. Fotos de los resultados del Marcha Fitoquimica.

Extracto acuoso
Solanum tuberosum
(papa fermentada)
Taninos (+) poca
turbidez.

Aceite esencial
Thymus vulgaris
(tomillo) Taninos
(+++) presencia de
turbidez.

Foto N°6. Reconocimiento con Rvo. Gelatina

Extracto acuoso
Solanum tuberosum
(papa fermentada)
Aminoacidos (+++)

vulgaris (tomillo)

Aceite esencial Thymus

Aminoécidos (-) no hay
cambio de coloracién.

coloracién violaceo.

Foto N°7. Reconocimiento con el Rvo. Ninhidrina.
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Aceite esencial

Extracto acuoso ThmeS vulgaris
Solanum (ton[u_llo) Compuestos
tuberosum (papa fenollco_s’, (++.+)
fermentada) coloracién rojo oscuro.
Compuestos

fendlicos (+) poca

precipitado.

Foto N°8. Reconocimiento con Rvo. Fecl3

Aceite esencial Thymus

vulgaris (tomillo)
Alcaloides (+) poca
coloracion.

Extracto acuoso
Solanum tuberosum
(papa fermentada)
Alcaloides (++)
coloracion rojo ladrillo.

Foto N°9. Reconocimiento con Rvo. Dragendorff
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Aceite esencial
Thymus vulgaris

Extracto acuoso
Solanum tuberosum
(papa fermentada)
alcaloides (++)

(tomillo) alcaloides (-)
No hay cambio de
coloracion.

coloracién amarillo.

Foto N°10. Reconocimiento con Rvo. Mayer

Aceite esencial
Thymus vulgaris
(tomillo) Quinonas
(-) No hay cambio.

Extracto acuoso
Solanum tuberosum
(papa fermentada)
Quinonas (-) No hay
cambio.

Foto N°11. Reconocimiento con Rvo. NaOH2
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Extracto acuoso
Solanum
tuberosum (papa
fermentada)
carbohidratos (+)
Poca formacion de
anillo rojo.

Aceite esencial
Thymus vulgaris
(tomillo)
carbohidratos (+)
Poca formacion
de anillo rojo.

Foto N°12. Reconocimiento con Rvo. Molish

Extracto acuoso
Solanum
tuberosum (papa
fermentada)
Flavonoides (++)
Poca coloracion
rosada.

Aceite esencial
Thymus vulgaris
(tomillo)
Flavonoides (-)
No hay
coloracion.

Foto N°13. Reconocimiento con Rvo. Shinoda.
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ANEXO 05. Fotos de la preparacion de las muestras.

Foto N°1. Solanum tuberosum Foto N°2. Pesado de la
(papa fermentada). muestras en polvo.

Foto N°3. Bafio Maria de las Foto N°4. Filtracion y
diferentes concentraciones. envasado de las muestras.
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Foto N°6. Preparacion de las
diferentes concentraciones.

Foto N°5. Aceite esencial
thymus vulgaris (tomillo).

Foto N°7. Almacenado de los Foto N°8. Grupo control tween 80
aceites esenciales. y cefalexina.
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Foto N°9: cepa Staphyloccus Foto N10. Enriquecimiento de la
aureus codigo ATCC29213. cepa en agar TSB.

Foto N°11. Conservacion de la Foto N°12. Preparacion del estandar
siembra en la estufa a 37°Cx 24 a 0.5 Mc Farland.
48 horas.

118



ANEXO 06. Fotos del sembrado, aplicacion de discos y resultado.

Foto N°1. Preparacion del agar Muller-Hinton y vertido de
las placas.

Foto N°2. Sembrado de la cepa Staphylococcus
aureus.
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Foto N°3. Discos estériles para Foto N°4. Discos embebidos con
cada una de las muestras. cada una de las muestras.

Foto N°5. Colocacion de los discos Foto N°6. Colocacion de los discos
del extracto acuoso Solanum del aceite esencial Thymus vulgaris
tuberosum (papa fermentada). (tomillo).

120



Foto N°8. Resultados del extracto

Foto N°7. Colocacion de las acuoso Solanum tuberosum (papa
placas en la incubadora a 37°C por fermentada) chufio negro al 5%y
48 horas. grupo control cefalexina.

50% 70% 90%

Foto N°9. Resultados del aceite esencial Thymus
vulgaris (tomillo).
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ANEXO 07. Ficha de la cepa Staphylococcus aureus ATCC 29213

Instituto Nacional de Salud

B258600030698 CEPA STAPHYLOCOCCUS AUREUS ATCC 29213

Denominacion CEPA STAPHYLOCOCCUS AUREUS ATCC 28213

Principal
Presentacion Unidad
Documento(s):
- Hoja de datos de sequridad (Safety Data
Sheat)
- Hoja de datos del producto (Product Sheet).
- Certificado de analisis del mismo lote
Caracteristicas

- Cepas de cultivo inicial (pasaje cera)

- Numero ATCC: 29213

- Presentacion: Vial. Conteniendo cultivo liofilizado.

- Vial con precinto de seguridad

- Condiciones de almacenamiento

Congelado: -80°C 0 menos

Liofllizado: 2°C a 8°C

- Condiciones de transporte: Transporte en contenedor de bioseguridad.

Fecha de Vencimiento

Mo menor de 2 Afios
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