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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar si el uso del Lepidium meyenii W.
(Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo) del Agar LITME en la deteccion de
contaminantes bacterianos es buena. El tubérculo Maca Ecotipo Negra, se obtuvo
de las alturas del distrito de Huayucachi, en la provincia de Huancayo, Junin. Las
Vainas de Algarroba se recolectaron del Parque Ecol6gico Kurt — Beer, ubicado en el
sector sur oeste de la ciudad de Piura. Mediante lavado, trozado, secado y posterior
molienda, se obtuvieron los nutrientes del tubérculo de la Maca Negra y de la vaina
de Algarrobo. Ambas muestras presentaron mayor solubilidad en agua y se
encontraron metabolitos como flavonoides, aminoacidos libres y grupos amino en la
vaina de Algarrobo y flavonoides, antocianinas, aminoacidos libres y grupos amino,

alcaloides y esteroides en la Maca Negra.

Se realizaron 64 cultivos, 32 con Staphylococcus aureus ATCC N° 25923 y 32 con
Escherichia coli ATCC 8739, de las cuales se cultivaron 16 con vaina de Algarrobo
(5%), 16 con tubérculo de Maca Negra (5%), 16 con vaina de Algarroba (5%) mas
Maca Negra (5%) del Agar Litme y 16 con Agar nutritivo que fue tomada como medio

de cultivo patréon o gold standard.

En la evaluacién macroscépica con Maca Negra (5%) méas vaina de Algarroba (5%)
del Agar Litme se consideraron dos criterios de evaluacion: aislamiento y
visualizacion de la morfologia de la colonia bacteriana; para ambas cepas ATCC se
obtuvo un calificativo de 87.5% (bueno) y 12.5% (regular) y para el Agar nutritivo
100% del calificativo (bueno).

Se arribo a la conclusion de que el uso del Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis
pallida (Algarrobo) del Agar LITME en la deteccion de contaminantes bacterianos es

buena.

Palabras Claves: Maca, Algarrobo, Agar, contaminantes bacterianos.
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ABSTRACT

The objective of the present work was to determine whether the use of Lepidium
meyenii W. (Maca) and Prosopis pallida (Algarrobo) of the LITME Agar in the
detection of bacterial contaminants is good. The Black Maca Ecotype Tuber was
from the heights of the District of Huayucachi, in the Province of Huancayo, Junin
Region. The Algarroba Pods were collected from the Kurt - Beer Ecological Park
located in the South West Sector of the City, District, Province and Department of
Piura. By washing, cutting, drying and subsequent grinding, nutrients were obtained
from the black Maca tuber and Algarrobo pod. Both samples showed greater
solubility in water and metabolites were found as flavonoids, free amino acids and
amino groups in the carob pod and flavonoids, anthocyanins, free amino acids and

amino groups, alkaloids and steroids in the Black Maca.

64 cultures were performed, 32 with Staphylococcus aureus ATCC N°. 25923 and 32
with Escherichia coli ATCC N° 8739; of which 16 were cultivated with 5% Algarrobo
pod, 16 with Maca Negra tuber 5%, 16 with Algarroba pod 5% - Maca Negra 5%
Litme agar and 16 with nutritious agar that was taken as culture medium pattern or

gold standard.

In the macroscopic evaluation with Maca Negra 5% - Algarroba pod 5% of the Litme
Agar, two evaluation criteria were considered: Isolation and Visualization of the
morphology of the bacterial colony; for both ATCC strains a qualification of 87.5%
(Good) and 12.5% (Regular) and for the Nutritive Agar 100% of the qualifier (Good)
was obtained.

It was concluded that the use of Lepidium meyenii W. (Maca) and Prosopis pallida

(Algarrobo) of LITME agar in the detection of bacterial contaminants is good.

Key Words: Maca, Algarrobo, Agar, Bacterial Contaminants.
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INTRODUCCION

Los medios de cultivo son variados y presentan amplia utilidad, segun requerimiento
en los laboratorios de microbiologia; estos se presentan en frascos liofilizados y para
poder usarlos se deben hidratar y esterilizar en autoclave; se emplean, entre otros
casos, para el aislamiento y visualizacion de la morfologia de la colonia bacteriana.
6. %8)- En la actualidad, se buscan alternativas empleando productos naturales que
puedan formar parte de la composicién de los medios de cultivo tradicionales y que

brinden los mismos o parecidos resultados en los laboratorios de microbiologia. ™.

El Lepidium meyenii W. (Maca) es un tubérculo de color negro que presenta una
serie de metabolitos primarios y secundarios; asimismo, el Prosopis pallida
(Algarrobo) es una vaina que posee una serie de nutrientes especificos entre
carbohidratos, proteinas y aminodcidos, los cuales sirven de base para la

preparacion de un medio de cultivo para la deteccion de contaminantes bacterianos.
(24, 25, 26, 37, 38, 44).

En este estudio, se pretende determinar si el uso del Lepidium meyenii W. (Maca) y
Prosopis pallida (Algarrobo) del Agar LITME en la deteccion de contaminantes
bacterianos es buena; del mismo modo tiene el propdsito de contribuir al
conocimiento cientifico y servir de opcion para el aislamiento y visualizacién de la
morfologia de la colonia bacteriana.

La presente tesis que expone el proceso cientifico metodolégico seguido esta
estructurada en cinco capitulos, a saber:

El primer capitulo aborda el planteamiento del problema, los objetivos, la justificacién
y las limitaciones de la investigacion.

El segundo capitulo expone el marco teérico: los antecedentes y las bases tedricas,
la formulacién de las hipotesis, las variables y la definicién de los términos basicos.
El tercer capitulo desarrolla la metodologia que considera el tipo y disefio de la
investigacion, la poblacién y la muestra, las técnicas de recoleccién y procesamiento
de los datos, asi como el procedimiento experimental.

El cuarto capitulo presenta el analisis y discusion de los resultados.

El quinto capitulo expone las conclusiones y recomendaciones.

Finalmente, se dan a conocer las referencias bibliogréficas y los anexos.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion de larealidad problemética

Lepidium meyenii W, conocido popularmente como Maca, es un hipocotilo
gue se cultiva casi exclusivamente en los Andes peruanos, a una altura entre
3700 a 4500 m.s.n.m. ©®® Se le atribuye una serie de bondades, tanto
nutricionales como terapéuticas. “®- | .a Maca posee 12 a 18% de Proteinas,
con una alta concentracion de todos los aminoacidos esenciales, un bajo nivel
de grasas, principalmente constituido por acidos grasos, insaturados y una
alta concentracion de acidos grasos esenciales, presencia de varios tipos de
vitaminas (como pro-vitamina A, B1, B2, B6, C) y minerales (como calcio,

(48, 49 Asimismo, el tubérculo

hierro, zinc, magnesio, cobre, entre otros).
contiene varios metabolitos secundarios, incluyendo los macaenos Yy
macamidas, glucosinolatos, alcaloides, ésteres de &cidos grasos vy

fitoesteroles. 6 38

Prosopis pallida (Algarrobo) es una leguminosa arborea que se encuentra en
zonas aridas y semiaridas del Perd, presentando gran resistencia a la sequia

y a la salinidad. ©®

Su fruto, el Algarrobo, es una legumbre con altos
contenidos de proteinas e hidratos de carbono. ®”- Es utilizada para combatir
la tos, bronquitis, resfriado, artritis y reumatismo, siendo la presencia de
compuestos fendlicos como flavonoides y taninos los responsables de su uso
medicinal. ©®® A los compuestos fendlicos se les atribuye propiedades
antimicrobianas y antioxidantes. ©® La vaina de algarrobo tiene la siguiente
composicion: fibra insoluble, soluble, azlcares solubles, almiddn, polifenoles

solubles, Catequina, taninos, proteinas, grasa, etc. (23).

Teniendo en cuenta la sinergia entre los metabolitos primarios y secundarios
de Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo), surge la idea
de utilizarlos como base para la preparacion de un medio de -cultivo
denominado Agar LITME con la finalidad de utilizarlo para detectar
contaminantes bacterianos, ademas de ser una alternativa natural y en

relacion al precio de los constituyentes es muy cémodo.
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1.2. ldentificacion y formulacion del problema

1.2.1. Problema general:

1. ¢Cuél sera el efecto del Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida
(Algarrobo) del Agar LITME en la deteccion de contaminantes

bacterianos?

1.2.2. Problemas especificos:

1. ¢Cudl sera la composicion quimica del Lepidium meyenii W. (Maca) y

Prosopis pallida (Algarrobo)?

2. ¢Cual seré el efecto del Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida

(Algarrobo) del Agar LITME en la deteccion de Staphylococcus aureus?

3. ¢Cual seré el efecto del Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida

(Algarrobo) del Agar LITME en la deteccion de Escherichia coli?

1.3. Objetivos de la investigacion.
1.3.1. Objetivo general:

1. Determinar el efecto del Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida
(Algarrobo) del Agar LITME en la deteccion de contaminantes

bacterianos.

1.3.2. Objetivos especificos:

1. Determinar la composicion quimica del Lepidium meyenii W. (Maca)
y Prosopis pallida (Algarrobo).

2. Evaluar el efecto del Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida
(Algarrobo) del Agar LITME en la deteccion de Staphylococcus

aureus.

3. Evaluar el efecto del Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida

(Algarrobo) del Agar LITME en la deteccién de Escherichia coli.

15



1.4. Justificacién y viabilidad de la investigaciéon

1.5.

1.6.

Existen medios de cultivo para la deteccion de bacterias contaminantes. Uno
de estos medios es el Agar Nutritivo, el cual es utilizado para propésitos
generales, para el aislamiento y recuento de microorganismos con escasos
requerimientos nutricionales. Su uso esta descrito en procedimientos para el
andlisis de alimentos, aguas y otros materiales de importancia sanitaria,
asimismo en este medio el desarrollo bacteriano se realiza en la superficie,
por lo que se distinguen mejor las colonias pequeias; Este medio de cultivo
nutritivo es no selectivo, en el cual la pluripeptona y el extracto de carne
constituyen la fuente de carbono, nitrdgeno y aportan nutrientes para el
desarrollo bacteriano. El agregado de cloruro de sodio mantiene el balance
osmotico y el agar es el agente solidificante. En nuestro pais, el Agar Nutritivo
se encuentra comercializado bajo la forma de liofilizados a los que es preciso
rehidratar. Su fabricacion se realiza en el extranjero debido al costo de los
insumos utilizados. Por ello, se deben utilizar alternativas empleando materia
prima natural de precio comodo, facil de conseguir y que puedan brindar
resultados similares. En el presente estudio, se busca preparar un medio de
cultivo denominado Agar LITME a base de Lepidium meyenii W. (Maca),
Ecotipo negro y Prosopis pallida (Algarrobo) a fin de que la sinergia entre sus
metabolitos primarios y secundarios, permita la deteccion de contaminantes
bacterianos, ademas de ser una materia prima natural, facil de conseguir y en

relacion al precio del insumo es muy cémodo. &4 58 59 60

Delimitacion de la investigacion

Ambito geograéfico:

El presente estudio tuvo como escenario de trabajo los laboratorios de
microbiologia de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la
Universidad Inca Garcilaso de la Vega.

Ambito temporal:

El estudio fue realizado en el periodo de los afios 2017 - 2018.

Limitaciones de la investigacion

El presupuesto se limita solo a estudiar al Staphylococcus aureus y a la
Escherichia coli, por el elevado costo de los materiales.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion
2.1.1. Nacionales

Ccolque K. et.al. (2007) realizé el estudio titulado: “Determinacién del
recuento microbiano de productos derivados de La Maca (Lepidium Meyenii
W.), utilizando placas Petriflm y su comparacibn con el método
convencional’. El objetivo de este trabajo fue determinar el recuento
microbiano por el método convencional y el método de recuento en placas
Petrifilm. Consistido en la comparacion de dos metodologias de recuento
microbiano en productos derivados de la Maca: el método de recuento en
placa Petrifilm y método convencional descrito en la monografia oficial de la
Farmacopea Europea 2005. El estudio concluyé en que los resultados
obtenidos en el recuento microbiano demuestran que el método alternativo
de placas Petrifilm puede reemplazar al método convencional. Ademas, el
85% de muestras analizadas presentan bacterias aerobias mesdfilos
viables, levaduras y mohos. ©°

Machado R. (2001) desarroll6 el estudio titulado: “Caracterizacion fisico-
guimica de 4 ecotipos de Maca (Lepidium meyenii W). Procesos de
liofilizacion, atomizacion y pregelatinizacion en el Ecotipo seleccionado” El
objetivo fue caracterizar cuatro ecotipos de maca considerando aspectos
fisicos, composicion quimica proximal, nivel de minerales y nitritos. La
materia prima fue recabada de la comunidad de Vinchos, departamento de
Cerro de Pasco; las muestras fueron recogidas al azar de una parcela de 8

hectareas, tomando un total de 10 Kg. de cada ecotipo. ¢

El estudio arrib6 a la conclusién de que de los ecotipos de Maca evaluados
negro, morado, rojo y amarillo, el ecotipo amarillo fue el que presento las

mejores caracteristicas quimicas proximales y contenidas de minerales. "
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Reyes V. (2006) realizo la investigacion: “Determinacion de la aflatoxinas y
acratoxinas en la Maca seca y harina de Maca (Lepidium meyenii Walp)”.
El objetivo fue evaluar los factores fisicoquimicos y su implicancia en la
produccion de hongos y micotoxinas en la Maca seca y harina de Maca,
procedentes de centros de produccion y comercializacion. A las muestras
se les determind aflatoxina total (ppb), ocratoxina A (partes por billon),
humedad (%), isotermas de adsorcion, azucares reductores (mg/100g),
acidez (%), pH, granulometria, numeracibn de hongos (ufc/g) e

identificacion de hongos. “®

La concentracién promedio de aflatoxina total es 0,83 ppb en la maca seca
y 12,45 ppb en la harina de maca, valores que no representan riesgo en la
salud del consumidor. La harina a granel, tostada procedente del mercado
Central de Lima es la que presenta mayor concentracion de aflatoxina total,
encontrandose, asimismo, los siguientes hongos en la Maca seca y harina
de Maca: Fusarium avenaceum, Penicillium corylophilum, Aspergillus niger,

entre otros. “3

Gonzales G. et.al. (2014) realizaron el estudio: “Maca (Lepidium
meyenii Walp), una revision sobre sus propiedades bioldgicas”. El objetivo
del trabajo fue presentar un resumen de los resultados de estudios sobre
los efectos de la maca en la funcion sexual, la espermatogénesis, la
funcién reproductiva femenina, la memoria, la depresion y la ansiedad,
como energizante y contra la hiperplasia benigna de prostata, osteoporosis

y sindrome metabdlico. %"

En relacion al extracto hidroalcohodlico del Lepidium meyenii Walp (Maca
negra) puede reducir en un 50% el valor de glucosa en sangre en ratas
albinas machos, en las que se ha inducido la diabetes experimental por la
administracion de estreptozotocina. La maca amarilla disminuye la glicemia
y aumenta los niveles de insulina en ratas diabéticas inducidas con

estreptozotocina. ¢
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El estudio concluye que se ha trabajado sobre las propiedades biologicas
de la maca amarilla, la maca negra y la maca roja, y se ha mostrado
diferencias entre ellas, pues la maca negra tiene mejores efectos en el
conteo de espermatozoides, la memoria y el aprendizaje, el control de la
glucosa y la resistencia fisica, en tanto que la maca roja tiene efectos sobre
la hiperplasia benigna de préstata y en la osteoporosis; sin embargo,

existen muchas otras variedades que adn requieren ser evaluadas. (6).

Salazar B. (2010) presenté el estudio titulado: “Efecto del suplemento de
harina de maca (Lepidium meyenii Walp) en el peso y talla de terneros de
la raza Holstein (Bos taurus). El objetivo de este trabajo fue evaluar la
ganancia de peso, el incremento de talla y, pardmetros productivos. El
suplemento de la harina de maca se efectu6 desde el cuarto dia de nacido
en una cantidad de 10g, 20g y 30g, durante 30 dias. Los terneros fueron
alimentados con 6L/dia de calostro durante 3 dias, a partir del 4° dia se le
suministro 4L/dia de leche entera a 38 °C y a la segunda semana de edad
se le adicioné alimento balanceado comercial en una cantidad de 10g

incrementandose segtn el consumo del ternero. ©2:

Al finalizar el experimento el grupo T2, con la adicion de 20 g/dia de la
harina de maca fue el que respondié positivamente en el crecimiento
rapido, mayor peso corporal, mejor tasa de crecimiento, siendo el peso
promedio obtenido al final del trabajo experimental de 60,68 kg frente a

otros grupos TO (56,93 kg), T10 (58,30 kg), T30 (59,11 kg) de peso vivo.
(62).

Castro E. (2017) estudié el “Efecto antibacteriano de miel de Apis mellifera
y algarrobina de Prosopis pallida sobre coliformes en quesillos preparados
artesanalmente expendidos en el mercado “La Unién”. - El objetivo fue
Identificar el efecto antibacteriano de la algarrobina de Prosopis pallida a
concentraciones de 50, 100 y 150 pL/g sobre coliformes en quesillos

preparados artesanalmente. ¢
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Se establecieron 3 grupos para miel de abejas y 3 para algarrobina. Se
agrego 50uL, 100uL y 150uL de miel de abejas por cada gramo de quesillo,
a cada uno de los tres grupos. De forma similar, se procedi6 para la
algarrobina, ademas, se trabajé con un grupo testigo al cual no se le
adicion6 nada. Después de 20 minutos de accion de las dos sustancias, se
realizo la deteccion de coliformes mediante el método del nimero mas
probable (NMP). Los resultados indican que la miel de abejas tiene
actividad antibacteriana contra coliformes a 100uL/g y 150uL/g, mientras
gue la algarrobina lo hace en las 3 concentraciones, pero tiene efecto total
a 100pL/g y 150uL/g. @

Al finalizar el estudio, se arribé a la conclusién de que la algarrobina
presenta efecto antibacteriano sobre los coliformes a concentraciones

menores que la miel de abejas. ®>"

Cérdenas C (2017), en su estudio “Actividad antimicrobiana y antioxidante
del extracto etanolico de (Prosopis pallida) “Algarrobo”, planteé como
objetivo evaluar la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de las
hojas, vaina (pulpa) y semillas de Prosopis pallida mediante el método de
difusién en agar. ®® Obtuvo el extracto etandlico de las hojas, vaina (pulpa)
y semillas, se determin6 el contenido de polifenoles totales, mediante el
método de Folin — Ciocalteu y la actividad antimicrobiana mediante el
método de difusion en agar frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 8739,
Bacillus subtilis ATCC 6633 y Pseudomona aeruginosa ATCC 27853. 8

Al finalizar el estudio el extracto etandlico de las hojas de Prosopis pallida
presento actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus con una
concentracién minima inhibitoria de =1000 pg/ml y frente a Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 con un CMI = 62,5 pg/ml. 8
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2.1.2.

Pefaloza F. et.al. (2002) realizaron el estudio titulado. “Valor nutricional de
la Algarroba (Prosopis pallida) en la Alimentacion del Caballo. El objetivo

fue estimar el valor nutritivo de la algarroba (Prosopis pallida) en caballos.
(63).

Se evaluaron cuatro raciones con niveles crecientes (0; 20; 46.7 y 66.7%)
de algarroba, en una dieta base de cebada y heno de alfalfa. Se usaron
cuatro caballos castrados de cruce anglo-argentino, que fueron sometidos
a las cuatro raciones, en un disefio de sobre cambio simple con arreglo de

Cuadrado Latino 4 x 4. ©%

El trabajo concluyé que la digestibilidad de la algarroba para caballos
adultos es de 62%. Destaca la baja digestibilidad de la fibra cruda (6.9%).
Asimismo, la racion tradicional (sin incluir algarroba) es la de mayor
digestibilidad para todas las fracciones nutricionales, a excepcion del

extracto etéreo. ©

Internacionales

Bermello S. et.al. (2015) realizaron la investigacion: “Métodos de
extraccion para los compuestos esenciales del algarrobo (Prosopis Pallida)
y su posible aplicacién a nivel industrial”. El objetivo fue describir diferentes
métodos de extraccidn para los compuestos quimicos provenientes de la
especie vegetal “Algarrobo” (Prosopis Pallida) y su posible aplicacion a

nivel industrial.

Se aplicaron técnicas como la colorimetria, espectrofotometria, titulacion,
lixiviacién, destilacion por arrastre de vapor y extraccion por solventes
fueron usadas en el transcurso de los procesos experimentales. Los
principales compuestos que encontraron fueron taninos, fenoles, proteinas,

©®4)- Al finalizar el estudio se dio a conocer la

carbohidratos y fibra.
composicion, caracteristicas y estructura del algarrobo. ©*- Asimismo las
utilidades que estas presentan y su participacion destacada en en el campo

de la medicina y en el sector de la industria. (64)
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Acosta E. (2015), en su estudio: “Desarrollo de un alimento
complementario con harina de algarrobo (Prosopis pallida) fortificado con
hierro”, plantea como objetivo determinar la aceptacion de un alimento

complementario, incorporando harina de algarrobo y fortificado con hierro.
(65).

Utiliz6 un disefio experimental de Bloques Completos al Azar (BCA) con
tres repeticiones y ocho tratamientos donde se evaluaron dos porcentajes
de harina de algarrobo, dos fuentes de hierro (sulfato y fumarato ferroso) y

dos dosis de fortificacion (45 y 60 mg). ©°

Se encontrg, finalmente, que la formulacion con la mayor aceptacion fue la
constituida por 20% de harina de algarrobo, fortificada con 45 mg de
fumarato ferroso, aportando 4.36 mg de hierro por porcion, cubriendo el
72.67% de los requerimientos nutricionales de los nifios de seis a ocho
meses de edad. Asimismo, el alimento complementario cumple con creces
140% el aporte de energia y proteina de alta calidad y constituye un buen

vehiculo para la fortificacién con hierro. ©°

Macias-Rodriguez E. et.al. (2017), en su estudio sobre “Utilizacién de la
harina de algarrobo (Prosopis pallida) en la alimentacion de conejos en
crecimiento, engorde”, el objetivo fue evaluar la utilizacién de la harina de
algarrobo, sustituyendo parcialmente al maiz en el balanceado con niveles

de 7, 14 y 21%, para la alimentacién de conejos en crecimiento y engorde.
(66).

Se realizdé bajo un disefio completamente aleatorizado con 40 conejos
neozelandés distribuido en los tres tratamientos a base de harina de
Prosopis pallida (algarrobo) frente a un tratamiento control, con 5
repeticiones y el tamafio de la unidad experimental fue de un animal por

jaula. ¢
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Al término del proceso de la investigacion se determiné que el mejor peso
final y la mejor ganancia de peso lo registré el nivel de 14% de harina de
algarrobo con 2,775 y 2,277 kg. En cuanto al consumo de alimento las
mejores respuestas se registraron en los niveles 14 y 21% con 5,591 y
5,473 kg ms. ©©

Alcantara D. et.al. (2011), en la investigacion “Efecto del extracto
atomizado de Lepidium meyenii W. (Maca Negra) en la memoria espacial
visual en ratones orquidectomizados”, el objetivo fue evaluar el efecto del
extracto de Maca Negra en la memoria espacial visual (MEV) en ratones
machos orquidectomizados. ©”- Para dicho efecto utilizaron 61 ratones
machos de la cepa Swiss de 3 meses de edad, de los cuales 25 ratones
fueron sometidos a orquidectomia. El tratamiento dur6 55 dias, en el que
se administro extracto atomizado de Lepidium meyenii W. (Maca negra). El
peso corporal del grupo de ratones castrados y tratados con el extracto
atomizado de Maca Negra (CTX-MN) disminuyé significativamente al final
del tratamiento (p<0.05) con respecto al grupo control (CTX-MN). Lepidium
meyenii W presenta compuestos fitoquimicos como glucosinolatos y
polifenoles; asi como también acidos grasos saturados e insaturados,
saponinas y fitoestrogenos. Estos ultimos pueden revertir los efectos del
envejecimiento y potenciar funciones cognitivas. Estos fitoestrogenos son
esteroles como el betasitosterol, el campesterol y el estigmasterol. Al
finalizar el estudio se concluy6 que el extracto atomizado de Maca Negra

mejora la Memoria Espacial Visual (MEV). ¢

Castafieda B. et.al. (2007) presentaron el estudio titulado “Efectos
metabolicos de Lepidium meyenii Walpers, “MACA” y Lupinus mutabilis
Sweet, “CHOCHO” en ratas”. El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de
Maca y de Lupinus, en ratas hembras Sprague Dawley, con peso corporal
entre 120 y 170g, sobre los valores de hematocrito, hemoglobina, glucosa,
colesterol, triglicéridos, HDL, LDL, proteinas totales, albumina, TGO, TGP y

peso corporal, después de 15y 30 dias de tratamiento. ©®"
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El extracto de la harina de Maca y Lupinus, que se les administro a los
animales de experimentacion, fue preparado al 10% p/v en agua destilada,
sometiéndose a calentamiento hasta cocimiento por espacio de 10 minutos,
después de los cuales se filtrg, en caliente, utilizando papel de filtro rapido,

preparandose, dos veces por semana y refrigerandose a menos de 4°C. ©®

El Lepidium meyenii W y el Lupinus mutabilis S (Chocho), elevaron
ligeramente las proteinas totales, la albumina, la hemoglobina y el
hematocrito, en relacion al grupo control, aunque no estadisticamente
significativa. Asimismo, el incremento del peso corporal, fue semejante en
los tres grupos estudiados, los valores de Colesterol total, HDL, LDL y
Triglicéridos, se elevaron, significativamente, en los tres grupos estudiados,
en relacion a sus controles basales, pero sin mostrar diferencia

estadisticamente significativa, entre los diferentes grupos. ©®

Canales M. et.al. (2000), en su estudio sobre “Evaluacién nutricional
de Lepidium meyenii W (MACA) en ratones albinos y su descendencia”, se

propusieron evaluar cientificamente la propiedad nutricional de la Maca. ©%

Fue un estudio controlado en dos generaciones de ratones Swiss (padres y
crias). Los padres fueron aleatoriamente asignados a uno de tres
esquemas alimenticios. El alimento de cada grupo fue preparado en base a
polvo de un alimento balanceado comercial (ABC), al cual se le reemplazé
un 30% (peso/peso) por Maca cruda o cocida segun el grupo

correspondiente o ABC puro en el grupo control. (69).

Los resultados mostraron curvas de crecimiento similares y adecuadas
para los tres grupos. Ninguno de los grupos mostré signos de desnutricion
ni sobrepeso. Sin embargo, el grupo Maca cocida mostré6 mejores curvas
de crecimiento incluso que el grupo ABC, mejor observable en la segunda

generacién de animales, con diferencias estadisticamente significativas. ©°
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El grupo control, tuvo un crecimiento superior al grupo Maca cruda. Los
ratones del grupo Maca cocida tuvieron valores de proteinas totales y
albumina séricas superiores al de los grupos Maca cruda y grupo control.
Este estudio demuestra en un modelo cientifico la propiedad nutricional de

la Maca. ©

Shimabuku N. (2017), en su trabajo sobre “Composicién quimica de
Lepidium meyenii Walp. (Maca): Comparando procedencias y colores del
organo de reserva”. realizd el analisis proximal y la determinacion de
metabolitos secundarios de hipocétilos amarillos, morados y negros de 3
zonas: Achipampa (4066 msnm), Junin y Ninacaca (zonas altas — 4507

msnm y 4495 msnm, respectivamente).

El estudio abarco el analisis de humedad, proteinas, grasas, carbohidratos
totales, fibra, cenizas; ademéas de la cuantificacion de hierro, fésforo y
calcio. La determinacion de metabolitos se realiz6 para compuestos
fendlicos, taninos, flavonoides, esteroides, quinonas, saponinas Yy

alcaloides. "%

A nivel de procedencias, Ninacaca tuvo el porcentaje mas alto de proteina
y carbohidratos totales, pero mas bajos de hierro y calcio, mientras que
Achipampa mostr6 el mayor contenido de hierro, pero los menores
contenidos de fésforo. En cuanto a los metabolitos secundarios, en todas
las accesiones se determiné la presencia de compuestos fendlicos,
esteroides y alcaloides; asi como la ausencia de: taninos, quinonas y
saponinas. Asimismo, se encontraron flavonoides solo en hipocétilos

morados y rojos. /%"

En la cromatografia en papel de antocianinas se encontr6 que los
pigmentos de hipocétilos morados y rojos no son los mismos vy, finalmente,
gue existen indicios de que la pigmentacion de hipocotilos morados es

similar entre Junin y Ninacaca, pero difiere con Achipampa. %"
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2.2. Bases Tebricas.

2.2.1. Aspectos Botanicos de Prosopis pallida

2.2.1.1.

2.2.1.2.

Historia

Durante milenios el algarrobo ha sostenido al hombre, a través de su
madera y sus frutos y al fragil ecosistema, dando nutriciéon al suelo y a
los animales. Las distintas especies presentan caracteristicas y
propiedades similares. El algarrobo, viene aportando beneficios al
hombre con los diversos usos que se le puede dar: el forraje que sirve
como alimento para el ganado, la algarroba empleada para obtener la
algarrobina, y sus ramas y troncos utilizados para obtener lefia, carbén,
usados como combustible. El algarrobo fue conocido desde tiempo pre-
hispanicos, es asi que los idolos precolombinos fueron tallados en
arboles del Prosopis pallida. Desde la época pre-inca los antiguos
peruanos utilizaban la madera de algarrobo para la construccion de
edificaciones y la elaboracion de herramientas y utensilios, ademas de
utilizarlo como combustible en las fundiciones de metales y en sus

actividades domésticas. 3 2%

Etnobotanica

Prosopis pallida es un arbol multipropésito, pionero en la recuperacion
de la fertilidad de los suelos por su capacidad de fijacion de nitrégeno
desde la atmoésfera y la adicion de materia organica a partir de las
hojas. Es una especie valiosa para la reforestacién por su precocidad y
su tolerancia a la sequia. Sus hojas acumuladas en el suelo forman un
mantillo de capa gruesa que es apreciado como abono organico,
siendo utilizado en la fertilizacion de campos cultivados y para

acondicionar frutos. %
Actualmente se ha incrementado el interés por el polen y néctar de las

flores de algarrobo; en algunos lugares son preferidos por la miel

transparente que producen.
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2.2.1.3.

Los frutos de Prosopis pallida por su composicién tienen numerosas
aplicaciones potenciales en la industria alimenticia. La harina tostada
de algarroba puede reemplazar hasta un 50% el cacao utilizado en
chocolates y en las recetas de pasteleria y helados. Se caracteriza por

tener un bajo contenido en grasas y ausencia de teobromina y cafeina.
(26).

La harina de algarroba sin tratamiento presenta el 32,2% de fibra y con
extraccién previa de azucares un 67,6% de fibra. Se us6 su harina
como ingrediente de panificacion, encontrando aceptable hasta un 10%
de la harina de trigo. La casi total ausencia de almidén en la harina de
algarroba limita su uso en pan como levadura. La produccién de
proteina es un hecho, el problema principal de este proceso radica en
la presencia de polifenoles, pero dada la mayor cantidad de azlcares y
menor de polifenoles en la pulpa de P. pallida, el fruto de esta especie

es excelente para este fin. ¢":

La algarroba tiene muchas aplicaciones en la alimentacion, tanto
animal como humana. Por ello, fue ampliamente usada como
complemento alimentario en periodos de escasez (durante la Guerra
Civil Espafiola). Actualmente se usa como forraje y en la Industria
Farmacéutica. Las semillas de algarroba son muy ricas en mucilagos y
tienen la facultad de ejercer una accion favorable contra las
inflamaciones de las mucosas, reduciendo la irritacion, tanto en vias
respiratorias como digestivas y actuando adecuadamente contra las
diarreas. También reducen el dolor de las contusiones. La algarroba ha
sido reconocida como “alimento natural” y puede usarse molida como

sustituto del chocolate y del cacao. "
Sinonimia

El Prosopis pallida es un arbol conocido como algarrobo, perteneciente
a la familia de las leguminosas, es originario de la zona mediterranea

de Europa. ¥
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2.2.1.4.

2.2.1.5.

El nombre “Algarrobo” proviene originalmente de los conquistadores
espafioles, que compararon este arbol, presumiblemente por sus
vainas comestibles, con el algarrobo europeo (Ceratonia Siliqua), cuyas
vainas también son comestibles. El Prosopis pallida se le conoce como
Algarrobo Palido (Costa Norte y Central del Peru), Kiawe (Hawai),
Huarango (Departamento de Ica), Bayahonda y Algarrobo Americano

(Puerto Rico). ®%
Taxonomia

El Prosopis pallida fue descrita por August Heinrich Rudolf Grisebac y
clasificada segtn Celis (1995) y Harris et.al. (2003): %"

Reino: Plantae
Division: Fanerégama Magnoliophyta
Clase: Dicotiledonea Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae

Subfamilia: Mimosoideae

Género: Prosopis

Especie: Prosopis pallida.

Distribucion geografica

El algarrobo es un arbol de zonas tropicales, crece en de forma
silvestre en zonas aridas, se encuentra distribuido a lo largo de la costa

de océano pacifico, nativa de Per(, Colombia y Ecuador. ¢ &%

Naturalizada en Hawai, Puerto Rico y cultivada en la India y Australia.
También se encuentran en Bolivia, Chile y Brasil. En Pera, se
encuentra en la parte norte de la costa, predominando en los

departamentos de Piura, Tumbes y Lambayeque. 3 59
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2.2.1.6.

2.2.1.7.

Sin embargo, la especie Prosopis pallida esta presente en los valles de
Tacna, Arequipa, Nazca, Casma, Viru, Moche, Chicama, entre otros.

(30).

Descripcion de la planta

El algarrobo es un arbol que puede medir hasta 10 metros de altura,
aungue su altura media es de 5 a 6 metros; es de follaje perenne.
Tiene hojas pinnadas de color verde oscuro con una dimension de
entre 10 y 20 cm de largo y sus flores son pequefas, rojas y sin

pétalos. ©> €0

El fruto, llamado algarroba, es una vaina coridcea de color castafo
oscuro, son alargados y comprimidos, rectos o algo curvados, miden de
16a 28 cm de largo por 14a 18 mm de ancho y de 6a 10 mm
de espesor, terminando al extremo en una especie de pico. ©° %

El fruto, contiene una pulpa gomosa de sabor dulce y agradable que

rodea las semillas. Las vainas son comestibles y se usan como forraje.
(65, 66).

Los frutos son de color verde y posteriormente pasa a amarillo paja o
amarillo marron, Es multiseminada, encorvada e indehiscente, su
forma, tamafio, espesor y peso es variado, se estima en tres meses el
tiempo transcurrido entre la floracién y el fructificacion. La produccion
mayor de frutos corresponde a los meses de enero y febrero; hay un
segundo fructificacion de menor cantidad entre julio y agosto. La pulpa

representa aproximadamente el 56% del peso total del fruto. ©° &

Variedades nativas

Las especies de algarrobo que habitan en la costa norte del Perd,
presentan ramas de tipo ascendente y colgante o decumbente, que
pueden llegar hasta el suelo. ©*3%:
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(7).

Figura N° 02: Espinas y Hojas.

Seerrr TS

Figura N° 04: Vaina. ™" Figura N° 05: Vaina Seca.
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Prosopis pallida variedad pallida:

Arbol o arbolillo de 3 a 10 m de alto, por 30 a 65 cm de diametro,
erguido, ramoso, con las ramas ascendentes, inermes, las hojas de 6 a
12 cm de largo y con 2 a 3 por nudo. El peciolo mide de 11-30 mm de
longitud. Glandula interpeciolar pequefa, cupuliforme, sésil con poro
apical, con pinnas de 3—6 cm de largo, y tienen 12-15 pares de foliolos.
Los foliolos miden 7-12 mm de largo por 3—-4 mm de ancho, son
elipticos, reticulados, nervados. Las flores amarillas se disponen en
racimos de 6-17 cm de largo, presentan caliz de 1-1,2mm de largo;
corola de 3-3,2 mm de largo; estambres de 4-5,5 mm de largo; estilo
de 2-2,5 mm de largo; ovario de 1,5-1,8 mm de largo. Pedicelo de 5-
30 mm de longitud. 3 3%

En cada inflorescencia maduran 2-3 frutos. El fruto es muy dulce, de
16-25 cm de largo por 8-15 mm de ancho y 4-9 mm de grosor, recto o
ligeramente falcado, semicomprimido, amarillo, con acumen de 6-21
mm de largo, curvo, glabro. Con un peddnculo de 8—20 mm de longitud,
glabro. Las semillas son oblongas de hasta 6,5 mm de largo y 5 mm de

ancho. @334

En el norte del Perd la mayoria de los arboles tiene espinas. Los
ejemplares de Prosopis pallida se pueden reconocer con cierta
facilidad, por tener sus hojas apariencia encrespada, lo que ha
determinado que los pobladores de algunos lugares le llamen

“Algarrobo Sambito”. 33 3%

Prosopis pallida variedad armata:

Es un arbol de 3 a 8 m de alto; con tronco erguido, de 20-60 cm de
diametro, ramoso, con ramas espinosas Yy espinas geminadas,
divaricadas, de 5-30 mm de longitud. Las hojas de 4-14 cm de largo,
en nlmero de 2—4 por nudo. El peciolo de 8-35 mm de longitud. ©3 34"
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Las pinnas de 3-6 cm de largo, con 10-15 pares de foliolos. Los
foliolos de 6-12,5 mm de largo por 2—-4 mm de ancho, elipticos con

apice obtuso, mucronados, cinéreo villosos, nervios prominentes abajo.
(31, 32).

Flores amarillentas en racimos de 5-14 cm de largo. Con un pedicelo
de 8-20 mm de ancho y 4-10 mm de grosor, comprimido, falcado,
raramente recto, ligeramente submoniliforme, amarillo. Tiene frutos
pequenos de 14-20 cm de longitud. Acumen de 8-25 mm de largo,
curvo, glabro, amarillo. El pedinculo de 4-22 mm de largo, glabro, con
glandula interpeciolar cupuliforme, sésil, pardusca con poro apical.
Tipico del norte peruano; se caracteriza por sus ramas adornadas de
espinas geminadas, que en realidad sirven de defensa contra la
depredacion de animales herbivoros. Produce muchos frutos grandes,
gue alcanzan hasta 30 cm de largo o0 mas, con elevado contenido de

azlcares. G132

Prosopis pallida variedad decumbens:

Es un arbol o arbolillo de 3-5 m de alto, con tronco de 30-50 cm de
diametro, muy ramoso, con largas ramas, decumbentes, espinosas, las
espinas son geminadas y divaricadas, de 15 —28 mm de longitud. Las
hojas de 5-8 cm de largo, con 2-5 hojas por nudo. El peciolo de 10-15
mm de longitud. Con glandula interpeciolar cupuliforme, pequefa, sésil
con poro apical. %32

Cada pinna de 4-8 cm de largo tiene 11-12 pares de foliolos, éstos
son de 7-10 mm de largo por 2-3 mm de ancho, elipticos, glabros,
mucronados, el raquis es ligeramente piloso abajo. Las flores amarillas
o amarillentas en racimos de 9-12 cm de largo. El pedicelo de 8-14
mm de largo, maduran entre 2 y 4 frutos por inflorescencia de 15,5-30
cm de largo por 10-17 mm de ancho y 4-7 mm de grosor,
comprimidos, falcados, raras veces rectos, de color amarillo. Con

acumen de 8-20 mm de largo, ligeramente curvo, glabro. "3
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2.2.1.8.

Prosopis pallida variedad annularis:

Es un arbol o arbolillo de 3-5 m de alto, tronco erguido, de 25-50 cm
de diametro, ramoso, con ramas espinosas y espinas geminadas,
divaricadas de 5-12 mm de longitud. Las hojas de 4-8 cm de largo
dispuestas de 2-5 por nudo. El peciolo de 8-10 mm de longitud. Con
glandula interpeciolar cupuliforme, sésil, pardusca con poro apical. Las
pinnas de 3 a 5 cm de largo con 12 a 13 pares de foliolos. Los foliolos
de 6-8 mm de largo por 2-3 mm de ancho, elipticos, con el &pice

obtuso, mucronados, el raquis y venas laterales prominentes abajo. "
28).

Glandula interfoliar pequefa, redondeada, sésil, parda con poro apical.
Las flores amarillentas dispuestas en racimos de 6-10 cm de largo. El
pedicelo de 10-15 mm de largo. La espiga con 2-5 frutos. Los frutos de
22—-26 cm de largo por 15-18 mm de ancho y 4-5 mm de grosor,
conspicuamente anillados o falcados, comprimidos o semicomprimido,

de color amarillo. @728

Composicién quimica

Valor nutricional del fruto o vaina del algarrobo se detalla en la

siguiente Tabla N° 01.:

Tabla 01: Valor nutricional del fruto del Algarrobo

Humedad 104
Materia seca 89.6
Proteinas 9.8
Fibras 15.9
Extracto etéreo 1.1
Ext. Nitrogenado 59.4
Ceniza 3.3
Calcio 0.5
Fésforo 0.2

(64, 65, 66).

Fuente: (Peru Ecolégico 2012).
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La harina de algarrobo esta compuesta principalmente de azucares,
aproximadamente entre un 40 y 50% estda conformada

fundamentalmente de fructosa, glucosa y sacarosa. ©* 6% 9

También tiene un 5% de proteinas y muchos minerales: hierro, calcio,
magnesio, zinc, silicio, fosforo y mucho potasio, lo que unido a su bajo
contenido de sodio contribuye a balancear nuestra dieta tan rica en

sodio. (64, 65, 66).

Ademas, al no poseer gluten como sucede con otras harinas, resulta

apta para celiacos. (64, 65, 66).

Uno de los componentes mas destacados en el algarrobo son las
fibras, estas estan conformadas fundamentalmente por pectina y
lignina, son beneficiosas para la digestion por ello su utilizacion en
tratamientos meédicos que afectan a la flora intestinal. Las fibras
ademas disminuyen la cantidad de bacterias e incrementan los lacto

bacilos. 64 5 66)

Otra caracteristica de la harina de algarrobo es que se puede obtener
chocolate sin teobromina y cafeina, por esta razén es una alternativa

més saludable y recomendable que el chocolate obtenido del cacao. ©*
65, 66).

El contenido de proteina cruda en la pulpa de Prosopis pallida es
considerablemente alto (8,1%), asimismo la digestibilidad de la proteina
es alta: 73%. 4 %) | 5 fibra dietética representa aproximadamente el
32% de la pulpa y es en su mayor parte fibra insoluble; mas de la mitad

de la fibra esta compuesta de polisacéaridos neutros. ©* 6% 69

Del mismo modo contiene altas cantidades de hierro y bajos niveles de

calcio. (64 65 €6).
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Tabla 02: Composicion de la pulpa de Prosopis pallida

Azucares solubles totales. 48.5 Hidroxiprolina. 2.13 | WHO/FAO patron
Sacarosa. 46.1 Acido aspartico. 8.51
Fructosa. 1.26 Treonina. 4.68 4
Glucosa. 1.02 Serina. 4.96
Xilosa. 0.27 Acido glutamico. | 10.07
Fibra dietética total. 32.2 Prolina. 23.40
Fibra dietética insoluble. 30.6 Glicina. 4.68
Fibra dietética soluble. 1.6 Alanina. 4.26
Proteina (N x 6.25). 8.1 Cisteina. 0.43
Suma de aminoacidos. 7.1 Metionina. 0.57
Proteinas resistentes. 2.2 Met + Cis. 1.00 35
Grasa. 0.77 Valina. 7.80
Cenizas. 3.6 Isoleucina. 3.26
Taninos condensados. 0.41 Leucina. 7.94
Polifenoles solubles totales. 0.81 Tirosina. 2.84
Fenilalanina. 2.98
Tir + Fen. 5.82 6
Lisina. 4.26 55
Histidina. 1.99
Arginina. 4.82
Triptéfano. 0.89 1

Calcio.

Potasio. 26.5 Vitamina A. No detectada
Sodio. 11 Vitamina E. 5
Calcio. 0.76 Vitamina B1. 1.9
Magnesio. 0.9 Vitamina B2. 0.6
Cobre. Trazas Vitamina B6. 2.35
Zinc. Trazas Acido Nicotinico. 31
Manganeso. Trazas Vitamina C. 60
Hierro. 0.33 Acido Fdlico. 0.18
Pantotenato de 105

Prokopiuk D. 2004.

(64, 65, 66).
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2.2.2. Aspectos botanicos de Lepidium meyenii W

2.2.2.1. Historia

Se ha documentado evidencia antropoldgica del cultivo del Lepidium
meyenii W en el Peru desde el afio 1600 a.c. La Maca era considerada
por los incas como un regalo de los dioses. Ellos, ademas de cultivarla
como alimento, la utilizaban en ceremonias religiosas para danzas y
rituales. 37

Los relatos méas antiguos dicen que el cultivo de la Maca se inicié en la
etapa tardia de la cultura Wanka y fue en la época de los Incas cuando
se intensificO, especialmente en el altiplano habitado por los Collas, y
con este producto (“Taky Oncoy”) alimentaban a sus tropas para
potenciar su fortaleza fisica. También los conquistadores espafioles
impusieron la maca como tributo a los pueblos sometidos tras
comprobar que, al alimentar con ella a sus animales traidos de Castilla,
éstos recuperaban el nivel de reproduccion que habian perdido en esas

altitudes. ©% 37

Las primeras descripciones de la planta y sus usos, se deben a los
espafioles Vasquez Espinoza (alrededor de 1598) y Cobo (entre 1603-
1629). Mas tarde, Hipdlito Ruiz, formando parte de la “Royal Spanish
Botanical Expedition” (1777-1778), encontrd la planta en cultivo cerca
al lago de Junin y da una corta nota sobre su utilizacion. Fue en 1843
cuando Wilhelm Gerhard Walpers, la describe validamente con el

nombre de Lepidium meyenii W. %39

En 1990, Gloria Chacén describe otra especie para la maca cultivada
Lepidium peruvianum Chacén. Esta autora indica que la especie por
ella descrita se corresponde con la maca cultivada tradicionalmente en
los Andes peruanos y que Lepidium meyenii W. es la maca silvestre de

estos mismos lugares. ©* 37
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2.2.2.2.

Pero en la mayoria de los catalogos y floras actuales esta segunda
especie (Lepidium peruvianum) se considera sinbnimo de la primera
(Lepidium meyenii W.) y es con esta denominacion como se conoce a

la maca en la actualidad. ® 3"
Etnobotanica

Es usada en la medicina natural como: alimento, reconstituyente fisico
y mental; es considerada como una raiz que tiene propiedades
reguladoras de hormonas, es antianémico, restauradora de energias y
como factor de crecimiento en la intervencion de la formacion ésea del

cuerpo humano. ©®

La propiedad mas importante conocida en la tradicion andina es su
efecto sobre la fertiidad debido a la presencia de isocianatos
aromaticos e isocianato de Pmetoxibencil; ésta es la cualidad principal
atribuida a la maca desde el siglo XVI, y considerada como uno de los
factores para el aumento de la poblacién en las zonas mas altas del
Pert. También se le usa para tratar la frigidez, impotencia sexual y la
debilidad mental. &

Las propiedades beneficiosas que se le atribuyen a la raiz de maca

son:

Afrodisiaca: aumenta el deseo sexual y mejora la disfuncién sexual en
ambos sexos, siendo responsables de estas acciones los macaenos,
macamidas, prostaglandinas, esteroles, alcaloides, glucosinolatos e
isotiocianatos. % 49

Fertilidad (espermatogénesis y funcion reproductiva femenina): mejora
la fertiidad al aumentar la produccion y la motilidad de los
espermatozoides, siendo los esteroles, glucosinolatos e isotiocianatos
los responsables de esta actividad. &% 4%
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Menopausia: los esteroles son los responsables de la disminucion de
rubores, sofocos y sintomas psicolégicos asociados, tales como
ansiedad y depresion. ¢ 40

Osteoporosis: se ha demostrado que consumidores de maca roja y
negra presentan menos tasas de fracturas que aquellos que no la
consumen. @940

Energizante y antiestrés: debido a su alto contenido en proteinas,
acidos grasos insaturados y minerales, es considerada un gran

adaptégeno (aumenta la energia y disminuye el estrés y la fatiga). % **

41).

Regulacion metabdlica: la maca negra y amarilla presentan actividad
hipoglucemiante (reduce hasta 50% el valor de glucosa en sangre),
hipolipemiante (disminuye los niveles plasmaticos de LDL, VLDL,
colesterol y TG, debido a su alto contenido en selenio y otros
antioxidantes) e hipotensora por su alto contenido en potasio. “* 42"

Antioxidante: inhibe los radicales libres y protege las células del estrés

oxidativo y de la apoptosis inducida. “* *?*

Citostética: la maca roja reduce el peso de la préstata, sin afectar al de
las vesiculas seminales, por disminucion de los niveles de zinc
intraprostatico. Efecto probablemente debido a las propiedades

antiproliferativas y pro-apoptéticas de los glucosinolatos aromaticos. “*
42).

Funcion cognitiva: la maca negra revierte el dafio causado sobre la
memoria y el aprendizaje espacial en ratas ovariectomizados o tratadas
con escopolamina, al parecer debido a la presencia de quercetina y

antocianinas. “* 42

Actividad inmunomoduladora: se debe a la presencia de alcaloides,
macamidas, glucosinolatos e isotiocianatos. ¢
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2.2.2.3.

El ecotipo morado, a diferencia de los ecotipos rojo, negro y blanco,
estimula la produccién de IFN-y por los linfocitos T humanos cultivados
in-vitro. El incremento de esta citoquina podria emplearse en el
tratamiento del Alzheimer ya que juega un papel importante en la
produccion de los péptidos B-amiloides. €768

Antienvejecimiento: se ha visto que consumidores de maca presentan
menor cantidad de interleukina 6 (glucoproteina asociada al

envejecimiento y a la artritis reumatoide por su actividad inflamatoria).
(67, 68).

Actividad hematopoyética: el consumo de polvo de maca, en pacientes
con anemia ferropénica, aumenta considerablemente los niveles de Fe,
también se ha demostrado que la maca amarilla incrementa el nimero
de glébulos blancos, hemoglobina y células de médula 6sea en

animales inmunodeprimidos. ©" %8

La raiz es usada desde tiempos precolombinos por su gran valor
nutricional. Tradicionalmente no se consume en fresco por
considerarse dafiina. Se hierven en agua o leche, al menos 2 horas,
hasta alcanzar textura suave. También pueden consumirse recién
cosechadas, horneadas o asadas en cenizas o piedras precalentadas

(“pachamancas”), las cuales tienen sabor dulce. ¢ %%
Sinonimia

Lepidium: nombre genérico que deriva del griego, y significa "pequefia
escama’, en referencia al tamafio y forma de los frutos (Silicuas).
Meyenii: Epiteto otorgado en honor del Botanico Franz Julius Fernand

Meyen. “6 48)-

El Lepidium meyenii walp es conocido también como Lepidium

peruvianum. - 48)
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2.2.2.4.

2.2.2.5.

De forma comun se le conoce también como: maca, maka y viagra
andino. Sus sinonimias son las siguientes: Lepidium affine, Lepidium
gelidum, Lepidium marginatum, Lepidium meyenii var. Affine, Lepidium

meyenii subsp. Gelidum y Lepidium orbignyanum. “& 48

Taxonomia

En 1990, la botanica Gloria Chacon de Popovici describié la maca
domesticada y ampliamente cultivada como Lepidium

peruvianum (Lepidium peruvianum Chacén sp. nov.) y su Habitat. 0

Otros botanicos dudan hoy de esta distinciébn. EI nombre latino
reconocido actualmente sigue siendo Unicamente Lepidium meyenii W.
Hay un debate aun en curso acerca de la nomenclatura correcta, y
sobre si la distincién entre L. meyeniiy L. peruvianum botanicamente

es correcta o0 si son la misma especie. “°-°%

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnolipsida
Orden: Brassicales
Familia: Brassicaceae
Género: Lepidium

Especie: Lepidium meyenii Walp.
Distribucion geografica

La Maca (Lepidium meyenii Walpers) es una especie nativa de las altas
mesetas andinas del Per( en altitudes hasta de 4.400 m.s.n.m. Se
cultiva principalmente en la zona de la meseta de Bombdn en el
Departamento de Junin, entre los 3700 y 4500 m.s.n.m., region que

presenta un clima agreste y temperaturas extremas de — 10° C. “*%9
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2.2.2.6.

2.2.2.7.

Asimismo, en Cerro de Pasco a una altitud superior a 3.500 m.s.n.m. y
muchas veces llegando a los 4,450 msnm en los Andes Centrales del

Perq. “9 50

Descripcion de la planta

La Maca (Lepidium meyenii Walpers) es una planta herbacea anual, de
porte arrocetado, raiz napiforme, tuberosa, de consistencia dura que es
la parte comestible, con gran contenido de féculas de forma
redondeada, de 4 a 7 cm de longitud y de 3 a 5 cm de diametro, en la
parte mas ensanchada. Los ecotipos mas importantes son de color

amarillo, negro, rojo y morado. ©* %2

Las semillas son ovoides, de color rojizo gris, de 2 a 2,5 mm, los
hipocaétilos que son la parte comestible de la planta varia de 2 y 5 cm.

en tamafio. La pulpa es blanca — perla y tiene apariencia marmérea. ©*
62).

Se compone de dos partes regulares bien definidas: una regién exterior
y una cilindrica central. La seccion exterior es rica en azucares, la
seccion interior es firme y rica en almidones. Las hojas son arrosetadas
y compuestas, presenta flores hermafroditas, actinoformas, muy
pequefias, de color verde claro. El fruto es silicua, con una sola semilla

en cada celda. ©* 52

Variedades nativas

En relacién a las variedades nativas en este caso hablaremos de
Ecotipos los cuales son aquellas sub-especies especialmente
adaptadas a un conjunto especifico de condiciones ambientales.
Ecotipo e Hipocotilo son las diferentes maneras de denominar a la
parte subterranea y ensanchada del cultivo de la Maca y constituye la
parte comestible. % 40
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Figura N° 06: Lepidium meyenii Walp Figura N° 07: Lepidium meyenii Walp
Roseta basal (Hojas). " 340 Raices tuberosas. &7 3% 40)

Figura N° 08: Lepidium meyenii Walp Figura N° 09: Lepidium meg/enii Walp
Variedad Amarilla. €7 3% 40) Ecotipo Negra. (37, 39, 40).

Figura N° 10: Lepidium meyenii Walp

Cultivo. (37, 39, 40).
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2.2.2.8.

Se conocen diferentes ecotipos de maca, teniendo en cuenta el color
externo de la raiz. Presentan principalmente colores amarillo, negro,

rojo y morado, rojo-amarillo, rojo-blanco, blanco, morado blanco. (39, 40).

También son blanco-morado, blanco-rojo, piorno, amarillo-rojo, plomo
claro. Los colores amarillos, crema y morado son los mas apreciados
en el mercado, siendo el plomo el menos aceptado, debido a su
dificultad en el proceso de coccion. % 49

La clasificacion de los hipocotilos para su comercializacion se realiza
de acuerdo al didmetro, midiendo en zona suberificada de la raiz, se
clasifican en las siguientes categorias. ¢ 4%

a) Grandes, hipocdétilos frescos mayores a 5 cm de diametro.

b) Medianos, hipocdtilos frescos de 3 a 4,9 cm de diametro.

c¢) Pequenios, hipocétilos frescos menores a 2,9 cm de didmetro.

En la actualidad se han colectado hasta 13 Ecotipos, de acuerdo a la
coloracion de los hipocotilos, que varian de un color blanco hasta

negros. ®% 40

Composicién quimica

El valor nutricional de los hipocotilos del Lepidium meyenii Walp (Maca)
es tan alto como el del maiz, del arroz y del trigo. Los hipocétilos
deshidratados de la maca tienen aproximadamente 13 — 16% de
proteina, y son ricos en aminoacidos esenciales. Los hipocotilos
frescos contienen 80% de agua, y tiene altas concentraciones de hierro

y calcio. #4142

En las tablas 03, 04 y 05 se muestran los metabolitos primarios de la

maca. (41, 42).
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Tabla 03: Oligoelementos

Sales minerales (mg. %)
Potasio 1130 1160 1000
Sodio 20 20 40
Magnesio 70 80 80
Calcio 190 200 240
Fosforo 320 290 280
Oligoelementos (p.p.m)
Cobre 6 6 8
Zinc 32 30 30
Manganeso 22 20 22
Hierro 80 62 86
Boro 12 24 26

Fuente: Li et al. (2004). *3 4%

Tabla 04: Anélisis proximal

Andlisis proximal. Gramos Gramos | Gramos
Humedad. 9.71 10.14 10.47
Proteinas totales. 17.99 17.22 16.31
Grasa. 0.82 0.91 0.82
Fibra. 5.30 5.45 4.95
Cenizas. 3.49 3.68 3.63
Carbohidratos. 62.69 62.60 63.82
Nitrégeno total. 2.87 2.76 2.42
Nitr6geno no proteico. 1.55 1.16 1.36
Proteina pura (NP x 6.25) 8.25 9.97 7.70
Almidén. 37.86 37.52 38.18
Azucares solubles.
Reductores directos. 6.17 6.03 7.02
Azucares solubles. 16.52 17.26 | 17.10
Reductores indirectos.
Vitaminas (mg. %)
Niacina. 43.03 37.27 39.06
Acido ascorbico. 3.52 3.01 2.05
Riboflavina. 0.61 0.50 0.76
Tiamina. 0.42 0.52 0.43
Fuente: Li et al. (2004). 49
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Tabla 05: Aminoacidos

Acido Glutamico. 156.5
Arginina. 99.4
Acido Aspartico. 91.7
Leucina. 91.0
Valina. 79.3
Glicina. 68.3
Alanina. 63.1
Fenilalanina. 55.3
Lisina. 54.5
Serina. 50.4
Isoleucina. 47.4
Treonina. 33.1
Tirosina. 30.6
Metionina. 28.0
HO-Prolina. 26.0
Histidina. 21.9
Sarcosina. 0.7
Prolina. 0.5
Cisteina. Nd*
Triptéfano. Nd*
*Nd: No determinados.

Fuente: Li et al. (2004). (43, 44).

Metabolitos secundarios:

En la Maca se han reportado la presencia de alcaloides (hasta 4
fracciones), glucésidos, taninos y escasas saponinas. Estudios
posteriores han demostrado la existencia de un namero importante de

metabolitos secundarios procedente de los hipocétilos. “* 46

Entre los compuestos presentes en los hipocétilos se encuentran la
uridina y el acido malico. Igualmente, se ha descrito la presencia de
prostaglandina, flavonoides y antocianinas. Entre los flavonoides se

encuentran la flavonol y la quercetina. “* 4®

Las antocianinas son responsables del color externo de los hipocatilos.
Otro alcaloide encontrado fue el isopteropodin, que también ha sido

descrito en la ufia de gato. “>%®
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En la Tabla N° 06, se muestra los metabolitos secundarios

Tabla 06: Esteroides

Sitoesterol 45.50
Campesterol 27.30
Ergosterol 13.60
Brassicasterol 9.10
Ergostadienol 4.50
Acidos Grasos

Saturados 40.10
Insaturados 52.70
Relacion Saturados /

Insaturados 0.76

De los cuales: Linoleico:

32.6%, Palmitico: 23.8%, Oleico: 11.1%

Derivados Esterélicos

Acetato de Brasicasteril 9.1
Acetato de Ergosteril 13.6
Acetato de Campesteril 27.3
Acetato de 45

Ergostadienil

Fuente: Piacente et al. (2002). *> %®)

Estudios sobre la composicion del hipocétilo han demostrado que éste
contiene macamidas y macaenos que son acidos grasos insaturados
oxidados, glucosinolatos, aminoacidos,

alcaloides, isotiocianatos,

aminas secundarias alifaticas y terciarias, antocianinas, saponinas,
flavonoides, entre otros. ©¢7: 68

Los glucosinolatos son los metabolitos secundarios mas importantes en
la maca. Son glucésidos que contienen azufre con cadenas alifaticas,
aromaticas o indélicos que se encuentran en las plantas de la familia
de las Brasicaceas. Los glucosinolatos varian su contenido y tipo segun
la edad de la planta y el color del hipocétilo. ©7 8

Macaenos y macamidas son acidos grasos poliinsaturados oxidados y
amidas presentes en maca, respectivamente. Son bencilalquilamidas;
es decir, son amidas de acido graso formadas por la condensacion
entre aminas benciladas y &cidos grasos libres provenientes de ruptura

de membrana o hidrdlisis lipidica. ©" ®®"
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2.2.2.9.

Por otro lado, los macaenos son acidos grasos oxidados por
lipoxigenasas (LOX) que reaccionan con aminas libres presentes en
maca para formar macamidas oxidadas. Los macaenos son oxilipinas
de maca que competirian con los acidos grasos presentes para formar
las respectivas amidas. Asimismo, otros estudios demuestran que la
maca contiene flavonoides del tipo flavonol: catequinas, epicatequinas,
galato epicatequina, epigalocatequina y galato epigalocatequin.

También se ha reportado quercetina. ©” %%

Metabolitos secundarios

Son compuestos quimicos propios de la cada parte de cada planta,
presentan diferentes componentes quimicos con efectos terapéuticos
variados. Los compuestos secundarios no presentan actividad en las
plantas, pero los primarios si tienen una implicacion ecologica. Otros
tienen una funcion fisiolégica, por ejemplo, los flavonoides realizan una
funcion como protectores de rayos ultravioletas. Existen tres
intermedios quimicos principales como son el acetil-CoA, el acido
shikimico y el acido mevalonico, a partir de estos compuestos se
biosintetizan los principales grupos de productos naturales como son

los acidos grasos, esteroides, alcaloides, etc. 2 %!
Tipo de metabolito secundario %%

Teniendo en cuenta sus grupos funcionales, la clasificacion se realiza
en tres partes: terpenoides y esteroides, compuestos fendlicos y

alcaloides.
a. Compuestos terpenoides y esteroides

Se refiere a un conjunto de sustancias que presentan un origen
biosintético comun y que siguen la llamada regla de isopreno

esbozada por Wallach en 1886.
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La unidad fundamental que define a estos compuestos que
contienen 5 atomos de carbono mdltiplo; (hidroxilos, cetonas,

etc.) y se le conoce con el nombre de isopreno.

b. Compuestos fendlicos

Comprenden a los flavonoides y los fenilpropanos. Los
flavonoides se clasifican en flavonas, flavonoles, flavanonas,

antocianinas, auronas y chalconas.

c. Alcaloides

Se dividen en alcaloides imperfectos y alcaloides verdaderos

protoalcaloides pseudo alcaloides.

2.2.2.10. Registro de campo (ubicacion geogréfica)

El tubérculo Lepidium meyenii Walp procede de las alturas del Distrito
de Huayucachi, en la provincia de Huancayo, Junin. En el mes de
febrero del 2018, fue identificado en el Herbario del Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. El Prosopis
pallida, se recolect6 en el mes de marzo en el Parque Ecolégico Kurt —
Beer, ubicado en el sector sur oeste de la ciudad, distrito, provincia y

departamento de Piura.

Ambas muestras fueron estudiadas y procesadas en los laboratorios de
especialidad de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de

la Universidad Inca Garcilaso de la Vega.
a) Método de extraccion

Los tubérculos de la Maca negra, fueron cosechados a los 6
meses de siembra, los cuales fueron seleccionados, lavados,

limpiados y cortados en fragmentos muy pequenos.
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Asimismo, las vainas de Algarroba, fueron seleccionadas,
lavadas, limpiadas y cortadas en fragmentos. Ambas muestras
se colocaron en bandejas de acero quirdrgico, las cuales
posteriormente se sometieron a deshidratacién y secado a una
temperatura de 40°C por 90 horas. Al finalizar el proceso, se
obtuvieron muestras secas de buena calidad. ©* 59
Posteriormente ambas muestras se terminaron de trozar y se les
sometieron a molienda en mortero hasta obtener un polvo fino
homogéneo, luego se pesaron 100g de cada muestra y se
procedié al tamizado en mallas metédlicas de 1/16”, hasta
obtener una uniformidad del producto. Ambas muestras se
almacenaron en envases de vidrio color dmbar con tapa
hermética y se colocaron en refrigeracion (04+2°C). Hasta su

posterior uso. % 422764

2.2.2.11. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se efectué mediante una serie de reacciones de

coloracién y precipitaciéon que permitieron la deteccién de componentes

guimicos de determinada estructura y permitid también determinar

cualitativamente los principales grupos presentes en una planta y, a

partir de alli, orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos.

2.3 os resultados constituyen Unicamente una orientacion y deben

interpretarse  en conjunto con los resultados del “Screening”

farmacoldgico. ¢ 3

a)

Metodologia para el andlisis fitoquimico ¢ 239

- Recoleccidn y clasificacion botanica de la planta.

- Extraccion, separacion y purificacion de constituyentes
quimicos de la planta.

- Determinacion estructural.

- Ensayos farmacoldgicos o toxicoldgicos.
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b) Reacciones de identificacion ¢ 23

Consiste en una serie de reactivos, que identifica cada
metabolito secundario que esté presente en el extracto de la

planta a investigar.

2.3. Bases microbioldgicas

2.3.1. Nutricién bacteriana

La nutricion es el proceso por el que los seres vivos toman del medio
donde habitan las sustancias quimicas que necesitan para crecer. Dichas
sustancias se denominan nutrientes y se requieren para dos objetivos: ¢
energeéticos (reacciones de mantenimiento) y fines biosintético (reacciones
plasticas o anabolismo). Las biosintesis de nuevos componentes celulares
son procesos que requieren energia procedente del medio ambiente.
Asimismo, la nutricibn presenta un aspecto de aprovisionamiento de
energia y otro de suministro de materiales para la sintesis celular, podemos
hablar de dos "clasificaciones" de tipos de nutricion: Desde el punto de
vista de los fines de aprovisionamiento de energia, las bacterias se pueden

dividir en ¢®:

- Litotrofas: son aquellas que solo requieren sustancias inorganicas
sencillas (SH, SO, NH3, NO,-, Fe, etc.).
- Organdtrofas: requieren compuestos orgénicos (Carbohidratos,

hidrocarburos, lipidos, proteinas, alcoholes).
Desde el punto de vista biosintético, las bacterias se pueden dividir en %
- Autétrofas: crecen sintetizando sus materiales a partir de sustancias
inorganicas sencillas. Utiliza una fuente inorganica de carbono, el

CO..
- Heterdtrofas: su fuente de carbono es organica.
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- Autotrofas estrictas: son aquellas bacterias incapaces de crecer

usando materia organica como fuente de carbono.

- Mixétrofas: son aquellas bacterias con metabolismo energético
Litotrofas: obtienen energia de compuestos inorganicos, pero
requieren sustancias organicas como nutrientes para su

metabolismo biosintético.

Sean autétrofas o heterotrofas, todas las bacterias necesitan captar una
serie de elementos quimicos, que se pueden clasificar (segun las
cantidades en que son requeridos) como macronutrientes (C, H, O, N, P, S,
K, Mg), y micronutrientes o elementos traza (Co, Cu, Zn, Mo). ¥

Aunque dentro del mundo de los procariotas se encuentre tanta variedad
de nutriciones, las bacterias que pueden nutrirse solamente de sustancias
inorganicas sencillas (H,O, CO,, N,, NH3, SO,4=, fosfatos, etc.) son minoria.

Los microorganismos quimio autétrofos (o quimiolitoautétrofos) ©V:

Obtienen su energia de la oxidacion de sustancias inorganicas sencillas, el
carbono procede del CO,, y el resto de elementos a partir de sales

inorganicas, por lo que pueden vivir en soluciones de sales minerales. 6D
Fuentes de carbono:

El constituyente principal que tienen los microorganismos es el carbono,
debido a esto, estos seres no pueden tener la falta de dicho elemento; la
forma mas empleada por estos son los carbohidratos, que particularmente
ademas de ser fuentes de carbono también son fuente de oxigeno,

) Estos hidratos de carbono

hidrogeno y energia metabdlica también.
suelen participar en la formacion de metabolitos y la biosintesis del material

celular. ®V
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Fuentes de nitrogeno:

El nitrdgeno es un constituyente importante de las proteinas, &cidos
nucleicos y otros compuestos, y constituye casi 5% del peso seco de una
bacteria tipica. El nitrdgeno inorganico molecular (N;), es muy prevalente
pues constituye casi 80% de la atmosfera terrestre. ES un compuesto muy
estable, principalmente porque se requieren altas cantidades de energia de

activacion para romper su triple enlace entre ambos atomos de nitrégeno.
(4, 5).

El producto terminal de todas las vias para la asimilacion de nitrogeno es la
forma mas reducida del elemento, el amoniaco (NH3). Cuando se cuenta
con NHgs, se difunde hacia el interior de la mayor parte de las bacterias a
través de conductos transmembrana como gas disuelto en lugar de forma
de ion amonio (NH4+). La capacidad de asimilar N, en forma reducida
como NHgs, proceso denominado fijacién de nitrégeno, es una propiedad
singular de las células procariotas y muy pocas bacterias son capaces de

desdoblar el triple enlace entre ambos atomos de nitrégeno. *

La capacidad de fijacibn de nitrogeno se encuentra en bacterias muy
divergentes que han evolucionado con estrategias bioquimicas bastante
diferentes para proteger sus enzimas fijadoras de nitrégeno de la
exposicién con el oxigeno. La mayor parte de los microorganismos pueden
utilizar NHz como Unica fuente de nitrégeno y muchos microorganismos
poseen la capacidad de producir NH; a partir de aminas o a partir de

aminoacidos, por lo comun en el interior de la célula.

Muchos microorganismos poseen la capacidad de asimilar nitrato (NO3-) y
nitrito (NO,—) mediante la conversion de estos iones en NH;. Tales
procesos se conocen como reduccion de nitratos por asimilacion y
reduccion de nitritos por asimilacion, respectivamente. (4. 5).

Estas vias para la asimilacion difieren de las vias utilizadas para catabolizar

nitratos y nitritos. %
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Fuentes de azufre:

El azufre es un componente de muchas sustancias organicas de las
células. Forma parte de la estructura de varias coenzimas y se encuentra
en las cadenas laterales de cisteinil y metionil de las proteinas. El azufre en
su forma elemental no puede utilizarse por plantas o animales. Sin
embargo, algunas bacterias autétrofas pueden oxidarse a su forma de
sulfato (SO, 2°). La mayor parte de los microorganismos pueden utilizar
sulfato como fuente de azufre, al reducir el sulfato al nivel de &cido
sulfhidrico (H2S). Algunos microorganismos pueden asimilar H,S
directamente del medio de cultivo, pero este compuesto puede ser tdxico
para muchos de ellos. ¢ 7

Fuentes de fosforo:

El fosfato (PO,®) es necesario como componente del ATP, &cidos
nucleicos y coenzimas como NAD, NADP y FADP. Ademas, muchos
metabolitos, lipidos (fosfolipidos, lipido A), componentes de las paredes
celulares (&cido teicoico), algunos polisacéridos capsulares y algunas
proteinas sufren Fosforilacion. El fosfato siempre se asimila en forma de

fosfato inorganico libre (P). &

Fuentes de minerales:

Numerosos minerales son necesarios para la funcién de las enzimas. El
magnesio (Mg®") y el ion ferroso (Fe?"), el magnesio, el hierro, Mg?* y K*
entre otros que presentan notables funciones en la célula. © -

Factores de crecimiento:

Es un compuesto organico que debe contener la célula para desarrollarse,

pero que es incapaz de sintetizar. © 7
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2.3.2.

Muchos microorganismos que reciben los nutrientes son capaces de
sintetizar todos los bloques para la construccion de macromoléculas:
aminodacidos, purinas, pirimidinas y pentosas, carbohidratos adicionales
(precursores de polisacaridos) y acidos grasos y compuestos isoprenoides.
Asimismo, diferentes especies microbianas varian ampliamente en cuanto
a sus necesidades de factores de crecimiento. Las diferencias en cuanto a
necesidades reflejan las diferencias en sus capacidades de sintesis.
Algunas especies no requieren factores de crecimiento, en tanto que otras
(Los lactobacilos) perdieron durante su evolucion la capacidad de sintetizar
hasta 30 a 40 compuestos esenciales y por tanto necesitan obtenerlos de

su medio ambiente. © 7
Factores ambientales que afectan el crecimiento

Un medio de cultivo adecuado debe contener todos los nutrientes
necesarios para el microorganismo a cultivar y tales factores incluyen pH,
temperatura y aireacion que deben ser controlados con gran cuidado. Se
utiliza un medio de cultivo liquido; al medio de cultivo puede afadirse agar
o gel de silice para que adquiera consistencia de gel para situaciones
especiales. El agar es un polisacarido extraido de algas marinas que es
resistente a la accion microbiana y porque se disuelve a 100°C pero no
forma placas de gel hasta que se encuentra por debajo de 45°C; las células
pueden suspenderse en el medio a 45°C y enfriar con rapidez hasta que

adquiera la consistencia de gel, sin lesionar a las bacterias. ©
Nutrientes:

Para estudios del metabolismo microbiano, por lo general es necesario
preparar un medio completamente sintético en el cual se conocen las
caracteristicas y concentracion exactas de cada uno de los nutrientes. Es
mucho menos costoso y mas simple utilizar materiales naturales como

extractos de levaduras, proteinas ingeridas o sustancias similares.
(20, 22)
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‘Para muchos microorganismos, un compuesto simple (como un
aminoacido) puede actuar como fuente de energia, de carbono y nitrdgeno
en tanto que otras requieren compuestos separados para cada uno de

estos elementos. ¢* %

Concentracion de iones hidrégeno (pH):

La mayor parte de los microorganismos tienen un pH éptimo muy estrecho.
El pH oOptimo debe determinarse empiricamente para cada especie. La
mayor parte de los microorganismos proliferan mejor en un pH de 6.0 a 8.0,
aunque algunas formas (microorganismos aciddéfilos) encuentran su cifra
Optima con pH de 3.0 y otros tienen un pH 6ptimo de hasta 10.5. Los

microorganismos regulan su pH interno. % 22

Temperatura:

Las diferentes especies microbianas varian ampliamente en cuanto a sus
intervalos 6ptimos de temperatura para su proliferacion. Los psicroéfilos se
desarrollan mejor en temperaturas bajas (15 a 20°C) los mesoéfilos a 30 a
37°C y los termdfilos a temperaturas de 50 a 60°C. Algunos
microorganismos son hiperterméfilos y pueden desarrollarse a temperatura
de ebullicion, la cual existe en sitios con alta presion como en las
profundidades del océano. La mayor parte de los microorganismos son
mesofilos; 30°C es la temperatura 6ptima para muchas formas de vida libre
y la temperatura corporal del hospedador es 6ptima para simbiontes. (16, 19).

Aireacion:

Muchos microorganismos son aerobios obligados, es decir, de manera
especifica necesitan oxigeno como aceptor de hidrégeno; algunos
anaerobios son facultativos, es decir, tienen la capacidad de vivir de forma

aerobia o anaerobia. *®

55



Asimismo, los anaerobios obligados, no requieren de oxigeno, requieren
otra sustancia diferente. Los productos secundarios naturales del
metabolismo aerobio son compuestos reactivos de peréxido de hidrégeno
(H20,) y superéxido (O, —). Todos los anaerobios estrictos carecen de
superoxido dismutasa y catalasa. Algunos microorganismos anaerobios

(Peptococcus anaerobius) tienen tolerancia considerable al oxigeno. 619

Por otra parte, los anaerobios obligados presentan el problema de la
eliminacién del oxigeno. Se dispone de muchos métodos para lograr esto:
pueden afadirse agentes reductores como el tioglicolato de sodio a los
cultivos liquidos; los tubos de agar pueden sellarse con una capa de
vaselina y parafina; las placas de cultivo deben colocarse en un contenedor
al cual se le retira el oxigeno por medio de vacio o por agentes quimicos o
bien el microorganismo puede manipularse en una caja cerrada en un

medio anaerobio. *5 19

2.3.2.1. Concentracion i6nicay presién osmoética

En menor grado, deben controlarse factores como la presion osmética
y concentracion de sales. Para la mayor parte de los
microorganismos, las propiedades de los medios de cultivo ordinarios
son satisfactorias; sin embargo, para formas marinas vy
microorganismos adaptados para crecer en soluciones hipertdnicas
de azucar, por ejemplo, deben tomarse en consideracion tales

factores. % 53

Los microorganismos que requieren concentraciones elevadas de
sales se denominan haldfilos, otros requieren presiones osmoticas
elevadas. La mayor parte de las bacterias son capaces de tolerar
amplias variaciones de presibn osmoética externa y de

concentraciones iénicas. ©% %%

56



2.3.3. Metabolismo bacteriano

El crecimiento bacteriano requiere una fuente de energia y la materia prima
necesaria para fabricar las proteinas, las estructuras y las membranas que
conforman la maquinaria estructural y bioguimica de la célula. Las
bacterias deben obtener o sintetizar los aminoacidos, los carbohidratos y
los lipidos utilizados para fabricar las unidades («blogues») que constituyen
las células. Las necesidades minimas para el crecimiento son una fuente

de carbono y nitrégeno, una fuente de energia, agua y diversos iones. © ®:

Las necesidades nutricionales y los metabolitos producidos pueden
utilizarse también como método de clasificacion de las diferentes bacterias.
Algunas bacterias, como determinadas cepas de Escherichia coli (un
elemento de la flora intestinal), pueden sintetizar todos los aminoacidos,
nucledtidos, lipidos y carbohidratos necesarios para el crecimiento y la
division, mientras que las necesidades para el crecimiento del germen
responsable de la sifilis, Treponema pallidum, son tan complejas que
todavia no se ha conseguido desarrollar un medio de cultivo para permitir

su crecimiento en el laboratorio. ©®"

Para sobrevivir, todas las células precisan de un aporte constante de
energia. Esta energia, habitualmente en forma de trifosfato de adenosina
(ATP), se obtiene a partir de la degradacion controlada de diversos
sustratos orgénicos (carbohidratos, lipidos y proteinas). Este proceso de
degradacion de los sustratos y de su conversion en energia utilizable se

conoce como catabolismo. © 8

La energia asi obtenida puede emplearse luego en la sintesis de los
componentes celulares (paredes celulares, proteinas, acidos grasos y
acidos nucleicos), proceso que recibe el nombre de anabolismo. El
conjunto de estos dos procesos, que estan muy interrelacionados e

integrados, se conoce como metabolismo intermedio. € 8
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Las moléculas de menor tamafio asi obtenidas (monosacaridos, péptidos
cortos y acidos grasos) son transportadas luego a través de las membranas
celulares hacia el interior del citoplasma por medio de unos mecanismos de
transporte (activos o pasivos) especificos de cada metabolito. Estos
mecanismos pueden utilizar un transportador (carrier) especifico o bien
proteinas de transporte de membrana con el fin de concentrar metabolitos

a partir del medio extracelular. ©

Los metabolitos se transforman en un producto intermedio universal, el
acido piravico, a través de una o mas rutas. A partir del acido piravico, los
carbonos se pueden destinar a la produccion de energia o bien a la sintesis
de nuevos carbohidratos, aminoacidos, lipidos y acidos nucleicos. © 1®:

2.3.3.1. Fermentacion

Es el proceso en las que los electrones pasan del dador, a un intermediario
formado durante la degradacion del substrato, hacia un aceptor constituido
por algun otro intermediario organico también generado durante el
catabolismo del substrato inicial. Por lo tanto, este proceso de oxidacién
reduccion no requiere el aporte exdgeno de un aceptor final de electrones.
Aunque hay distintos tipos de fermentaciones, todas llevan a una oxidacion
parcial de los &tomos de carbono del substrato inicial y liberan, por lo tanto,

una pequefia parte de la energia potencial contenida. ®° 2%

El rendimiento energético de este proceso es menor que el de la
respiracion. En las bacterias se encuentran las tres vias centrales del
metabolismo intermediario de los hidratos de carbono: La glucolitica o de
Embden Meyerhof Parnas, la de pentosa fosfato o shunt de las pentosas y
la de Entner-Doudoroff. La via glucolitica que degrada la glucosa se divide
en tres etapas principales. La primera es preparativa, con reacciones que
no son de oxidacion reduccion, sin liberacion de energia y con formacion

de dos intermediarios de tres 4&tomos de carbono cada uno. ¢ 2V
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Por cada molécula de glucosa que entra a esta via, se forman cuatro
moléculas de ATP y como se consumen dos en la primera etapa, el
balance neto es de dos moléculas de ATP por cada molécula de glucosa
fermentada. El destino final del metabolito clave, el piruvato, depende de
los procesos empleados para la regeneracion del dinucleétido de
nicotinamida adenina (NAD) a partir del dinucleétido de nicotinamida
adenina reducido (NADH) y asi mantener el equilibrio de oxidacién
reduccion. Aunque la via glucolitica es la mas importante en las células
eucariotas y procariotas, no es la Unica. La via de las pentosas es una ruta
multifuncional para la degradacion de hexosas, pentosas y otros hidratos
de carbono. Para los fermentadores heterolacticos es la principal fuente
productora de energia, aunque la mayoria de las bacterias usan esta via
como fuente de dinucledtido de nicotinamida adenina fosfato reducido
(NADPH) y de pentosas para la sintesis de nucleétidos. La via de Entner-
Doudoroff es la ruta principal para la degradacién de la glucosa en las
bacterias aerobias estrictas como Neisseria y Pseudomonas. Como sucede
en la via de las pentosas, aqui solo se produce una molécula de ATP por
molécula de glucosa degradada. El acido pirdvico derivado de la glucosa,
es un compuesto clave en el metabolismo fermentador de los hidratos de
carbono. En su formacion, el NAD es reducido a NADH y éste debe
oxidarse nuevamente a NAD para alcanzar el equilibrio final de oxidacion
reduccion. Las bacterias se diferencian de las células eucariotas por la
forma en que eliminan el piruvato; en las bacterias la oxidacion incompleta
es la regla y se acumula gran cantidad de metabolitos finales de la

fermentacion. % 162161

El estudio y el conocimiento de las fermentaciones bacterianas tienen
importancia practica, porque proporciona productos industriales que son
Utiles en el laboratorio para identificar las diferentes especies. Entonces,
segun los productos finales, tenemos diferentes tipos de fermentacion:
alcoholica, homolactica, heterolactica, del acido propionico, acido mixto, de

butanodiol y del acido butirico. (% %52
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En la segunda etapa, si ocurren reacciones de oxidacion reduccion con
liberacion de energia, formacion de ATP por fosforilacion a nivel del
substrato (el ATP se genera en un paso enzimatico especifico) y
produccion de dos moléculas de piruvato. En la tercera etapa, huevamente
ocurren reacciones de oxidacion reduccion y se generan los productos
finales de la fermentacién, que varian segun la bacteria en cuestion. Solo
una pequefa parte de la energia libre que potencialmente puede derivar de
la degradacion de una molécula de glucosa queda disponible por esta via,
dado que los productos finales son compuestos en los que el carbono se

encuentra todavia en estado reducido. 6 % 52

2.3.3.2. Oxidacion

Es el proceso por el cual un substrato es oxidado completamente a CO, y
agua, con participacion de una cadena de electrones ubicada en la
membrana plasmatica, en la cual el aceptor final es el oxigeno molecular u

otro compuesto inorgénico (nitratos, sulfatos, anhidrido carbénico, etc.).
11, 18).

Los primeros pasos en la respiracion de la glucosa son idénticos a los de
glucolisis, pero mientras en esta Ultima el piruvato es convertido en
productos finales de la fermentacion (acido lactico, &cido propionico, etc.),
en la respiracion es oxidado completamente a CO, mediante el ciclo de
Krebs. Por cada molécula de piruvato oxidada en este ciclo, se generan
tres moléculas de CO2. Al igual que en la fermentacion, los electrones
generados en el ciclo de Krebs, pasan a coenzimas que tienen NAD. Sin
embargo, en la respiracidbn aerobia, los electrones del NADH son
transferidos al oxigeno para regenerar NAD a través de un sistema
transportador, en lugar de cederlos al piruvato. Los sistemas
transportadores de electrones y generacién de trifosfato de adenosina
Estos sistemas estan compuestos por transportadores (carriers) de
electrones, asociados a la membrana plasmatica y tienen dos funciones

basicas (1% 11 18).
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Aceptar electrones de un donador y cederlos a un aceptor y conservar
energia liberada durante ese transporte en forma de ATP por fosforilacion
oxidativa. Existen varios tipos de enzimas de oxidacién reduccion y
proteinas transportadoras de electrones, entre los que se destacan las
NAD-deshidrogenasas, las flavoproteinas y los citocromos. Las
flavoproteinas contienen un derivado de la riboflavina como grupo
prostético que se reduce y se oxida alternativamente. La riboflavina,
conocida como vitamina B2, es necesaria como factor de crecimiento por
algunas bacterias. ¢% 1% 18!

Los citocromos son proteinas que tienen anillos porfirinicos con hierro y
también se oxidan y se reducen alternativamente. Hay diferentes tipos de
citocromos que se distinguen por sus potenciales de reduccion. Se los
designa con letras a, b, c, etc. También estan las quinonas, sustancias
liposolubles relacionadas con la vitamina K, que participan en el transporte
de electrones. Para entender como se genera el ATP durante el transporte
de electrones, debemos recodar su orientacion con respecto a la
membrana plasmatica de la célula bacteriana. % 1% 18-

La cadena esta ubicada como ya dijimos en la membrana plasmatica, de tal
modo que durante el proceso de transporte hay una separacion fisica entre
protones y electrones. Los protones quedan fuera de la célula, mientras
gue los electrones quedan dentro de ésta; en consecuencia, se genera un
gradiente de pH y un potencial eléctrico a través de la membrana
plasmatica, estando el lado externo &cido y cargado positivamente y el

interno alcalino y cargado negativamente. ° 1% 18!

A pesar de su tamafo pequefio, ni los hidrogeniones, ni los hidroxidos
atraviesan libremente la membrana; por lo tanto, el equilibrio no puede
establecerse espontaneamente. Dicho estado energético de la membrana
plasmatica, similar a una bateria, puede ser usado por la célula para

realizar un trabajo util, por ejemplo, movilidad o sintesis de ATP. 1% 1118
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Operando en una direccion y usando el gradiente de protones generado
durante el transporte, dicha enzima cataliza la formacion de ATP a partir de

ADP y fosfato inorganico. % - 19!

2.3.4. Medios de cultivo
2.3.4.1. Clasificacion

Los medios de cultivo bacteriano pueden clasificarse en al menos tres
formas; Basado en la consistencia, basado en el componente

nutricional y en funcién de su uso funcional. %

a) Clasificacion basada en la consistencia
Medios liquidos:

En el medio liquido, las bacterias crecen produciendo turbidez, una
pelicula superficial o formando depdsitos granulares. Cultivar bacterias
en medios liquidos tiene algunos inconvenientes, debido a que las
propiedades de las bacterias no son visibles en los medios liquidos y

no se puede detectar la presencia de méas de un tipo de bacteria. " °®
59).

Medios soélidos:

Cualquier medio liquido puede volverse sélido mediante la adicion de
ciertos agentes solidificantes. El agar - agar es el agente solidificante
mas comunmente utilizado. Es un polisacarido no ramificado obtenido
de las membranas celulares de algunas especies de algas rojas, como
el género Gelidium. El agar se compone de dos polisacaridos de
cadena larga (70% de agarosa y 30% de agar pectina). Se funde a 95
°C y se solidifica a 42 °C, no aporta ninguna propiedad nutritiva, no es
hidrolizado por la mayoria de las bacterias y, por lo general, esté libre

de sustancias estimulantes del crecimiento. ¢ 58 59
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Medios semisdlidos:

La reduccion de la cantidad de agar entre 0.2—0.5% rinde un medio
semisolido. Dichos medios son bastante suaves y son Uutiles para
demostrar la motilidad bacteriana. Ciertos medios de transporte como
los medios Stuart y Amies son de consistencia semisélida. EI medio de
prueba de fermentacién por oxidacién de Hugh & Leifson, asi como el

medio de motilidad del manitol también son semisolidos. ©7 58 59)

Medios bifasicos:

A veces, un sistema de cultivo comprende tanto un medio liquido y
sélido en el mismo recipiente. Esto se conoce como medio bifasico. El
inbculo se agrega al medio liquido y, cuando se van a realizar
subcultivos, la botella o recipiente, simplemente se inclina para permitir

que el liquido fluya sobre el medio sélido. 758 59

b) Clasificacion basada en el componente nutricional

Los medios se pueden clasificar como simples, complejos y sintéticos.
Se dice que las bacterias que pueden crecer con requisitos minimos no

son exigentes y las que requieren nutrientes adicionales son exigentes.

Los medios complejos como el agar sangre tienen ingredientes cuyos
componentes exactos son dificiles de estimar. Los medios sintéticos o
definidos son medios preparados especialmente para fines de
investigaciéon donde la composicion de cada componente es bien

conocida. ©7: 58 59

c) Clasificacion basada en el uso o aplicacion funcional

Los medios basales son basicamente medios simples que admiten la
mayoria de las bacterias no exigentes. El agua peptonada, el caldo

nutriente y el agar nutritivo, son considerados medios basales. ®7 %8 %9
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Los medios enriquecidos se utilizan para cultivar bacterias nutricias
exigentes. La adicién de nutrientes adicionales en forma de sangre,
suero, yema de huevo, etc., al medio basal los convierte en medios
enriguecidos. El agar sangre, el agar chocolate, el suero de Loeffler,
etc., son algunos de los medios enriquecidos. ©7 8 59

El agar de sangre se prepara afiadiendo 5-10% (en volumen) a un
medio basal tal como agar nutriente u otras bases de agar sangre.
Como la sangre no se puede esterilizar, debe recogerse asépticamente
del animal. Los animales deben sangrarse y la sangre se recoge en
recipientes estériles con anticoagulante o perlas de vidrio. Si bien se
prefiere la sangre de oveja, también se puede recolectar sangre de
conejo, caballo y buey. Debe evitarse la sangre humana, ya que puede
contener sustancias inhibidoras, incluidos antibidticos. Después de que
la base de agar sangre se esteriliza en autoclave, se agrega sangre al
medio a una temperatura justo por encima del punto de solidificacion
del agar. La mezcla se vierte sobre las placas y se deja solidificar. El
agar sangre es Util para demostrar las hemdlisis. ¢ 58 5%

El agar chocolate también se conoce como agar sangre calentada o
agar con sangre lisa. El procedimiento es similar al de la preparacién
con agar sangre, excepto que se agrega sangre mientras que la base
de agar con sangre fundida aun estd caliente. Esto lisa las células
sanguineas y libera sus contenidos en el medio. Este proceso convierte
el marrén medio, de ahi el nombre. Este medio es especialmente util en
el cultivo de Hemophilus sp y Neisseria sp. El suero para el medio se
puede obtener de la sangre de los animales, pero se debe filtrar a
través de una membrana o un filtro Seitz antes de su uso. ©'+%% %9

Los medios selectivos y de enriquecimiento estan disefiados para
inhibir las bacterias comensales o contaminantes no deseadas y

ayudar a recuperar el patégeno de una mezcla de bacterias. ©” %8 59
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Mientras que los medios selectivos se basan en agar, los medios de

enriquecimiento son liquidos en consistencia. ¢ %8 %

El agar Thayer Martin, es utilizado para reconocer N. gonorrhoeae;
contiene vancomicina, colistina y nistatina. El agar de manitol salado y
el agar de leche de sal, son utilizados para reconocer S. aureus;
contienen 10% de NaCl. EI medio de telurito de potasio, es utilizado
para reconocer Corynebacterium. diphtheriae; El agar de Mc Conkey,

es utilizado para reconocer enterobacterias. ©” °% %%

El agar cetrimida, es utilizado para reconocer P. aeruginosa; contiene
cetrimida. El agar cristalino de sangre violeta, es utilizado para
reconocer S. pyogenes; contiene 0,0002% de violeta cristal. EI medio
Lowenstein Jensen, es utilizado para reconocer M. tuberculosis; se
hace selectivo mediante la incorporacion de malaquita verde. El agar
de Wilson & Blair, es usado para reconocer S. typhi; se vuelve selectivo
mediante la adicidbn de colorante verde brillante. El agar tiosulfato
citrato bilis sacarosa, es utilizado para aislar Vibrio cholerae de
muestras fecales; tienen pH elevado (8.5-5.6), que inhibe la mayoria de
las otras bacterias. Los medios de enriquecimiento son medios liquidos
gue también sirven para inhibir los comensales en la muestra clinica. El
caldo de selenito, el caldo de tetrationato y el agua de peptona alcalina

se utilizan para recuperar patégenos de muestras fecales. ¢ 8 5%

Medios diferenciales / indicadores:

Los medios diferenciales distinguen un tipo de microorganismo de otro
gue crece en el mismo medio. Este tipo de medio utiliza las
caracteristicas bioquimicas de un microorganismo que crece en
presencia de nutrientes con indicadores (como rojo neutro) agregados
al medio para indicar de forma visible las caracteristicas definitorias de

un microorganismo. ©3 %657

65



Cuando se incorpora un sustrato particular en un medio y una mezcla
de bacterias inoculadas en él, solo la bacteria que puede fermentar
produce &cido. Este cambio en el pH se detecta mediante el uso de un
indicador de pH incorporado y la bacteria que puede fermentar el
azucar aparece en un color diferente. Este enfoque se usa en el agar
Mac Conkey, agar CLED, etc. La produccién de H,S por Salmonella
typhi da como resultado la produccién de colonias de color negro en el

medio de Wilson y Blair. (53, 56, 57).

Medios de transporte:

Las muestras deben ser transportadas al laboratorio inmediatamente
después de la recoleccion para prevenir el crecimiento excesivo de

microorganismos contaminantes. &3 5657

Esto se puede lograr utilizando medios de transporte. Dichos medios
previenen el secado (desecacion) de la muestra, mantienen la
viabilidad de todos los organismos en la muestra sin alterar su
concentracion. Algunos de estos medios (de Stuart y Amie) son de
consistencia semisdlida. La adicion de carbon sirve para neutralizar

factores inhibidores. ¢ %657
Medios anaerdbicos:

Las bacterias anaerObicas necesitan una oxidacion reducida, un
potencial de reduccion y nutrientes adicionales. Dichos medios pueden
reducirse por medios fisicos o quimicos. Hervir el medio sirve para
expulsar cualquier oxigeno disuelto. La adicion de glucosa al 1%,
tioglicolato al 0,1%, &acido ascérbico al 0,1%, cisteina al 0,05% o
limaduras de hierro al rojo vivo puede reducir el medio. Robertson
cocind carne que se usa comunmente para cultivar Clostridium spp
medio. El caldo de tioglicolato contiene tioglicolato sédico, glucosa,

cistina, extracto de levadura e hidrolizado de caseina. ®% 56 57
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2.3.4.2.

2.3.4.3.

El azul de metileno o resazurina es un indicador de potencial de

oxidacién-reduccién que se incorpora en el medio. ©3 %637

En condiciones reducidas, el azul de metileno es incoloro.

Preparacion

Se debe tener cuidado para ajustar el pH del medio antes del
tratamiento en autoclave. Varios indicadores de pH que estan en uso
ejemplo: rojo fenol, rojo neutro, etc. 315 20)

Los medios deshidratados estan disponibles comercialmente y deben
reconstituirse segun las recomendaciones de los fabricantes. La
mayoria de los medios de cultivo se esterilizan en autoclave. Ciertos
medios que contienen componentes labiles al calor como la glucosa,
los antibidticos, la urea, el suero y la sangre no se esterilizan en

autoclave, 13 1520

Estos componentes se filtran y se pueden agregar por separado
después de que el medio se esteriliza en autoclave es imperativo que
una representacion de cada lote se evalle en cuanto a rendimiento y
contaminacion antes de su uso. Una vez preparados, los medios se
pueden mantener a 4-5 ° C en el refrigerador durante 1-2 semanas.
Ciertos medios liquidos en botellas con tapon de rosca se pueden

mantener a temperatura ambiente durante semanas. 3 520

Esterilizaciéon

La mayoria de los medios de cultivo, especialmente los medios que
deben usarse en entornos controlados (como placas de agar) y los
medios que se utilizaran en las pruebas de liberacion (como los medios
embotellados para la prueba de esterilidad), requieren esterilizacion

después de la preparacion. 3520
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Para los medios utilizados para las pruebas en el laboratorio de
microbiologia, como las pruebas de biocarga, los medios no suelen ser
irradiados. Con la esterilizacion de medios embotellados, esto se lleva
a cabo tipicamente en una autoclave de vapor a temperaturas entre
121-134 ° C. 13:15.20)

Sin embargo, el ciclo debe desarrollarse teniendo en cuenta no solo la
esterilizacion sino también evitar dafios al medio a través del proceso
de calentamiento. El tratamiento térmico de los medios de cultivo, que
contienen péptidos, azucares, minerales y metales, puede provocar la
destruccion de nutrientes si el calor es demasiado alto. Esto ocurre por
degradacion térmica directa o por reaccion entre los componentes del
medio. (13, 15, 20).

Por lo tanto, es importante optimizar el proceso de calentamiento para
gue un medio sea estéril después del calentamiento, pero se cause un
dafio minimo a los ingredientes del medio. Para esto, el ciclo de
autoclave ideal es un proceso de corta duracion y alta temperatura
disefiada para ser mas letal para los microorganismos y menos dafino
guimicamente; esto en comparacion con ciclos que son mas largos y

de procesos de temperatura mas baja. 3 1> 2%

Por lo tanto, un ciclo de tres minutos de duracién a una temperatura de
134 ° C es preferible a uno que dura 20 minutos a 115 ° C. En
ocasiones, los fabricantes de medios de cultivo proporcionan
orientacién sobre combinaciones adecuadas de tiempo y temperatura.
Sin embargo, es importante tener en cuenta que las autoclaves varian
en rendimiento. 3 1520

Por esta razén, se deben realizar pruebas de termopar con diferentes
volumenes de medios para determinar los tiempos de "calentamiento y
enfriamiento”. Tal tarea también es necesaria cuando se preparan

volimenes mayores a los recomendados por el fabricante. % %29
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En tales casos, para evitar el sobrecalentamiento de las unidades de
gran volumen de los medios, los periodos de "calentamiento" y
"enfriamiento” normalmente se integran en la temperatura
recomendada por el fabricante. Después de la esterilizacion, los
medios liquidos, esterilizados en su contenedor final, se deben enfriar a
la temperatura ambiente lo mas rapido posible, idealmente bajo un flujo
de aire unidireccional. Las tapas de los tornillos se deben apretar y el
medio debe mantenerse en la oscuridad. Los recipientes de medio de
agar que han sido esterilizados deben mantenerse en la oscuridad para
su posterior fusion o colocarse directamente en un bafio de agua y el
medio dispensado tan pronto como alcance una temperatura entre 42 y
480C, o dentro de un periodo maximo de tiempo (esto se discute a

continuacién). ¢3 1520

Antes del uso, el medio debe mezclarse completamente, sin formacion
de burbujas antes de la dispensacién aséptica. Con algunos medios de
cultivo, los suplementos estériles labiles al calor deben agregarse al
medio después de que se haya enfriado a alrededor de 50 ° C. Para
esto, se debe permitir que el suplemento alcance la temperatura
ambiente y luego se agrega al medio de agar. La temperatura del
suplemento es importante ya que los liquidos muy frios pueden hacer
gue el agar gelifique o forme copos transparentes que se puedan ver
facilmente. Por ejemplo, en agar enriquecido con sangre. EI mayor

cuidado debe tomarse con sangre. % > 20

La sangre (tipicamente sangre desfibrinada de oveja o vaca) se
mantiene a 2-8 ° C (la sangre no debe congelarse) y luego se calienta
gradualmente a 35 ° C (normalmente a través de una incubadora). La
mezcla adecuada es esencial para garantizar la aireacion de la sangre,
y como resultado, las placas de sangre pobremente oxigenadas
aparecen de color morado (a diferencia del agar sangre aireado

correctamente, que es de color rojo cereza). *3 1529
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2.3.4.4.

Los suplementos deben mezclarse en el medio de forma cuidadosa y
minuciosa, y luego distribuirse en los contenedores finales lo mas

rapido posible, *3 1520

Siembra y aislamiento bacteriano

Para la deteccion efectiva del contenido bacteriano de las muestras, es
importante lograr el crecimiento de las colonias individuales mediante el
uso de una buena técnica para inocular en los medios de cultivo. Hay
muchas variaciones y preferencias personales para "plaquear”. Todos
los medios de cultivo deben verificarse antes de su uso para determinar
la fecha de contaminacion y caducidad. Los medios de cultivo deben
tener un lote identificable o un nimero de control de calidad y han
pasado las pruebas de control de calidad antes de su uso. Las placas
gue estan mas alla de su fecha de caducidad, las placas contaminadas
y los medios de caldo que aparecen inusualmente turbios deben

descartarse. ¢ 5354

El area inicial inoculada debe cubrir entre un cuarto y un tercio del area
total de agar utilizada. Se pueden usar placas enteras, medias placas o
cuarterones dependiendo de las circunstancias. Las muestras se
pueden colocar en placas para colonias individuales, o se pueden
sembrar directamente sobre un segmento completo de una placa y se
pueden incubar sin propagacion adicional. Los aros de alambre se
deben flamear sosteniéndolos con el extremo del lazo hacia abajo en
una llama Bunsen hasta que el lazo y el cable entero alcancen el calor
rojo. Coloque sobre una rejilla para que se enfrie antes de usar. Esto
debe hacerse antes y después del uso y entre placas de agar. Se
deben usar diferentes lazos desechables para cada plato. Para una
muestra potencialmente muy contaminada, el ciclo debe ser flameado
entre cada serie de rayas, o el ciclo puede rotarse para formar la

siguiente serie de rayas con el lado no utilizado del ciclo. ¢% 53 5%:
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Para el analisis semicuantitativo de la orina, el ciclo no debe flamearse
de esta manera. Todos los medios deben incubarse tan pronto como
sea posible después de la inoculacién. Las placas para la incubacién
anaerobica se deben incubar lo antes posible para evitar la pérdida de
viabilidad (<15 minutos). Después de la inoculacion, la muestra, o una
parte de ella, debe conservarse durante al menos 48 horas después de
gue el laboratorio haya emitido el informe final. La mayoria de las
placas de cultivo positivas se pueden descartar dentro de las 24-48
horas posteriores a la emisiéon de un informe final autorizado. Las
culturas de particular valor epidemioldgico pueden conservarse durante
mas tiempo, ya que los organismos pueden necesitar mas trabajo o
derivarse a un laboratorio de referencia. Las ldminas de microscopio de
rutina tefliidas deben conservarse durante siete dias después de la
publicacion del informe final. Los portaobjetos para el examen de
especies de Mycobacterium deben mantenerse encerrados en
condiciones de nivel 3 hasta que se emita el informe final del
espécimen. Los cultivos positivos de especies de Mycobacterium
deben conservarse en un armario cerrado con llave en un laboratorio
de Categoria 3 hasta que se reciba el informe final del Laboratorio de

Referencia. ¢ 53 59

Por su parte, el aislamiento se refiere a la separacién de una cepa de
una poblacion natural mixta de microbios, presentes en el medio
ambiente, por ejemplo, en agua o flora del suelo, o de seres vivos con
flora cutanea, flora oral o flora intestinal, con el fin de identificar el
microbio de interés. Historicamente, las técnicas de laboratorio de
aislamiento se desarrollaron primero en el campo de la bacteriologia y
la parasitologia (durante el siglo XIX), antes que en virologia durante el
siglo XX. Los métodos de aislamiento microbiano han cambiado
drasticamente en los ultimos 50 afios, desde una perspectiva laboral
con una mecanizacion cada vez mayor, y con respecto a la tecnologia

involucrada, y, por lo tanto, la velocidad y precision. 2 %354
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2.3.5. Staphylococcus aureus
2.3.5.1. Generalidades

El Staphylococcus aureus es una bacteria Gram (+), cuyo diametro
oscila entre 0.5 y 1.5 micras. Se caracterizan porque se dividen en
agrupaciones que asemejan racimos de uva, por la demanda de
oxigeno es anaerobia facultativa y se encuentra ampliamente
diseminado en el ambiente, es patdgeno para el ser humano, causa
una amplia variedad de enfermedades infecciosas; su principal impacto
es ocasionado por las cepas meticilina resistentes; estas cepas
presentan incidencia a nivel hospitalario y en la comunidad; a nivel
hospitalario bacteriemias, septicemias, infecciones urinarias y en la

comunidad amigdalitis, neumonia y endocarditis aguda. ¢ > ©

La virulencia del Staphylococcus aureus se debe por una serie de
toxinas y enzimas dentro de las que destacan la del sindrome del
shock téxico, la intoxicacion alimentaria y el sindrome de piel

escaldada. 459"

Desde el punto de vista estructural, comparte las caracteristicas de las
bacterias Gram positivas; es asi que su pared celular estd compuesta
por una gruesa capa de péptidoglicano. Asimismo, el péptidoglicano
tiene la funcion de mantener la rigidez de la pared bacteriana y su
resistencia osmotica. Del mismo modo la pared celular contiene acidos
teicoicos, que constituyen alrededor del 40% del peso de la pared.
Estos acidos son polimeros de glicerol o ribitol fosfato, azucares y
algunas veces, D-alanina. Estdn unidos en forma covalente al

péptidoglicano. * > ©:
El Staphylococcus aureus, tiene la facilidad de contar con la

fibronectina, la cual es una glicoproteina que le sirve para adherirse a

las valvulas cardiacas y producir endocarditis bacteriana. * > ©:
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2.3.5.2. Aislamiento e identificacion

El aislamiento del Staphylococcus aureus se realiza en medios de
cultivo tradicionales, se incuban a 37°C por 24 — 48 horas formando
colonias de color que va del amarillo al dorado debido a la produccién
de carotenoides, de consistencia cremosa, lisas, elevadas y de borde
entero; la mayoria de las cepas producen B-hemdlisis 0 hemodlisis total
alrededor de las colonias cuando se cultivan en Agar Sangre. El
Staphylococcus aureus se diferencia de las demas especies por
producir la enzima coagulasa que se manifiesta por su propiedad para
coagular el plasma, es resistente al calor, la desecacion y puede
desarrollarse medios de cultivo con elevadas cantidades de cloruro de
sodio (7.5%). 59

El Staphylococcus aureus crece bien en medios de cultivos no
selectivos, como el agar sangre, agar chocolate, agar cerebro corazén
y caldos para hemocultivo donde se recupera facilmente. Se debe usar
un medio selectivo en muestras clinicas donde hay bacterias Gram
negativas junto con Staphylococcus aureus. El medio recomendable y
usado por la mayoria de los laboratorios es el agar manitol salado. * >
% E| Staphylococcus aureus, se desarrolla en este medio fermentando
el manitol y presentado una colonia de color amarillo. Los
Staphylococcus coagulasa negativos no fermentan el manitol y crecen
en el medio formando colonias pequefias de color que varia de blanco
a rosado. * %9 Asimismo, la identificacién del Staphylococcus aureus,
se realiza con el empleo de la tincion de Gram, pruebas bioquimicas
como: prueba de la catalasa, fermentacion de manitol, que permite
diferenciar al género Staphylococcus del género Micrococcus, que

también se considera una catalasa positiva pero no fermenta el manitol.

Otra prueba de confirmacion es con la prueba de la DNAsa
termoestable se identifica facilmente en el medio que contiene DNA y

verde de malaquita. "
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2.3.6. Escherichia coli
2.3.6.1. Generalidades

Escherichia coli es una bacteria anaerobia facultativa que se
caracteriza por ser bacilos Gram negativos; no produce esporas, Si
produce indol a partir del aminoacido triptéfano, no utiliza citrato como
Unica fuente de carbono y no produce acetoina. Ademas, fermenta la
glucosa, sacarosa y lactosa con produccion variable de gas. Como
todas las bacterias Gram (-), la cubierta de Escherichia coli consta de
tres elementos: La membrana citoplasmética, la membrana externa vy,
entre ambas, un espacio periplasmico constituido por péptidoglicano.
Esta dltima estructura confiere a la bacteria su forma vy rigidez, y le
permite resistir presiones osmoticas ambientales relativamente

elevadas. (&9

Escherichia coli es una bacteria mesofila, su temperatura 6ptima de
desarrollo se encuentra cercana a la temperatura corporal de los
animales de sangre caliente (35 - 43 °C). Asimismo, la temperatura
limite de crecimiento se sitla alrededor de 7 °C, lo que indica que un
control eficaz de la cadena de frio en las industrias alimentarias es

esencial para evitar su crecimiento en los alimentos. & 9

La congelacion de los alimentos no garantiza la destruccién de un
namero suficiente de bacterias viables para asegurar su inocuidad. Sin
embargo, Escherichia coli es sensible a temperaturas superiores a 70
°C, a partir de la cual son facilmente eliminadas; por ello, es muy
importante la pasteurizacion de alimentos como la leche, zumos, etc.,
para garantizar su eliminacién. Ademas de la temperatura, el pH y la
actividad de agua pueden influir en su proliferacién. Las condiciones
optimas de desarrollo para estos parametros son de 7,2 y 0,99

respectivamente. 8 9
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2.3.6.2.

El desarrollo de Escherichia coli se ve disminuido a pH extremos
(inferiores a 3,8, o superiores a 9,5), y valores de la actividad en agua
inferiores a 0,94. Por ello, el grado de acidez de los alimentos puede

constituirse un factor de proteccién y garantizar su seguridad. 8 %"

Escherichia coli, presenta multiples caracteristicas y constituye el taxon
bacteriano mejor estudiado, aunque el conocimiento de las cepas
salvajes es aun parcial. Parece, que las facultades de adaptacién de
esta bacteria son poco comunes, debido a la adquisicion de nuevos
genotipos a partir de plasmidos, bacteriéfagos, y otros elementos que
transmiten su material genético. Ademas, su conocida capacidad de
ubicuidad favorece la aparicion reiterada de cepas con nuevas
propiedades, incluyendo capacidades patégenas no facilmente

reconocibles. & 9

Aislamiento e identificacion

Para el aislamiento, la identificacion y la caracterizacion de cepas de
Escherichia coli, se aplican métodos tradicionales, métodos in vivo e in

vitro y de biologia molecular:

Tradicionalmente el aislamiento de la bacteria se realiza tomando
mediante el uso de un hisopo del material fecal, luego se siembra en
placas de agar Mac Conkey u otro medio selectivo y diferencial para
enterobacterias. Del mismo modo, empleando un asa de siembra de
nicrom, se continla el aislamiento, sembrando por estrias mdltiples;
después se incuba a 37 °C durante 24-48 h. Posteriormente se
seleccionan de 5 a 10 colonias tipicas de Escherichia coli, para
proceder a sembrar en medios de cultivo de diferenciacion bioguimica.
(11,16, 19)- | 5 identificacién se hace mediante pruebas de diferenciacion
bioquimicas en tubo como TSI (Triple Azucar Hierro Agar), LIA (Lisina

Hierro Agar), MIO, citrato, malonato, caldo manitol-rojo de fenol, etc. "
8,9).
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Estas pruebas se interpretan segun el metabolismo bioquimico de las

enterobacterias. ©
2.4. Formulacién de hipotesis

2.4.1. Hipotesis general:

1. El efecto del Lepidium meyenii W (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo)

del Agar LITME en la deteccidbn de contaminantes bacterianos es

Buena.
2.4.2. Hipotesis especificas:

1. Lepidium meyenii W (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo) tienen

metabolitos primarios y secundarios.

2. El efecto del Lepidium meyenii W (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo)

del agar LITME en la deteccién de Staphylococcus aureus es Buena.

3. El efecto del Lepidium meyenii W (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo)
del Agar LITME en la deteccion de Escherichia coli es Buena.

2.5. Operacionalizacion de variables e indicadores

Tabla N° 08: Operacionalizacion de variables

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

V1: INDEPENDIENTE DIMENSION INDICADORES
Efecto del Lepidium meyenii W (Maca) y Solubilidad
Prosopis pallld?_l(_,rA':/glz]étrrobo) del Agar Fitoquimica Compuestos Quimicos.

V2: DEPENDIENTE DIMENSION INDICADORES
BUENA 80 — 100%
Aislamiento. REGULAR 60 — 79%
. . . MALA 50 — 59%
Deteccion de contaminantes bacterianos ' T BUENA 80 —100%
Visualizacion de la REGULAR 60 — 79%

Morfologia de la Colonia.

MALA 50 — 59%
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2.6. Definicion de términos basicos

- Actividad antibacteriana. Es la capacidad que presentan ciertas
sustancias para inhibir, suprimir y destruir a las bacterias Gram positivas o

Gram negativas o a las dos.

- Bacterias Gram positivas. Las bacterias Gram positivas se tifien de
color purpura con la tincion Gram ya que el colorante queda atrapado en

la capa de péptidoglicano.

- Agar-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 sélidos para microorganismos.

- pH. Es una medida de acidez o alcalinidad de una disolucion. El pH indica
la concentracion de iones hidrogeno presentes en determinadas

disoluciones.

- Temperatura. Es una magnitud referida a las nociones comunes

de calor medible mediante un termémetro.

- 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.

- Bacterias Gram negativas. las bacterias Gram negativas presentan una
capa de péptidoglicano 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.

- Inoculacion. Es el proceso por el cual el material infeccioso se introduce

en un cultivo o en un cuerpo por una herida en la piel o0 en una mucosa.
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Siembras. Procedimiento técnico que consiste en colocar una pequefia
fraccion o volumen de la muestra, sobre o dentro, de uno o varios medios
de cultivo que contengan los nutrientes necesarios para las especias que
presuntivamente contiene, con la finalidad de que puedan desarrollarse

adecuadamente, para ayudar a su estudio y posterior identificacion.

Inhibidor. Sustancia que bloguea o retrasa una reaccion o funcion.

Azul de Bromotimol. Es un compuesto quimico derivado del
trifenilmetano. Se utiliza para detectar el pH. Puede adoptar diferentes
colores. Amarillo o fucsia (sobre una solucién acida) y verde o azul (en

una solucion basica).

In vitro. Se refiere a la técnica para realizar un determinado experimento
en un tubo de ensayo, o generalmente en un ambiente controlado fuera

de un organismo vivo.

Sinergismo. Se denomina al incremento del efecto causado por la
combinacion de dos o mas farmacos. Esto en la terapéutica
medicamentosa cada vez es mas frecuente administrar dos farmacos
cuyas acciones combinadas pueden producir efectos de mayor intensidad
0 duracidn que los causados por cada farmaco administrado por

separado.
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3.1.

3.2.

CAPITULO Il
METODOLOGIA

Tipo y nivel de la investigacion
Tipo

Investigacion aplicada, porque mediante la sinergia de los metabolitos
primarios y secundarios del Lepidium meyenii W (Maca) y Prosopis pallida
(Algarrobo), se preparé un medio de cultivo denominado Agar LITME para

detectar contaminantes bacterianos.
Nivel de Investigacidon

Experimental: Mediante la sinergia de los metabolitos primarios vy
secundarios del Lepidium meyenii W (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo) del
Agar LITME vy de la recoleccion de las cepas, teniendo en cuenta condiciones
rigurosamente controladas se aisl6 y se visualizé la morfologia de las colonias

de Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Disefio de la investigacion

Se asumié el disefio experimental en ambiente de laboratorio, utilizando los

siguientes elementos:

3.2.1. Material biolégico

Del tubérculo del Lepidium meyenii W (Maca) y Prosopis pallida

(Algarroba), se obtendran unos polvos 100% puro y natural

3.2.2. Materiales e instrumentos de laboratorio

- Tubo de Ensayo 13 X 100 25 Unidades.
- Pipeta 1 ml 06 Unidades.
- Probeta de 100 ml 06 Unidades.
- Matraz 250, 500 ml 07 Unidades.
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Bagueta

Beaker 250 ml

Balon 250 ml

Placa Petri 15 X 100 mm

Frasco Ambar con Tapa esmerilada
Mechero Bunsen

Tripode

Rejilla de Asbesto

Asa de Khole

Gradilla

Espétula

Micropipeta 0,5 - 10ul; 50ul — 200 ul.
Balanza Analitica OHAUS

Bafio Maria Memmert Mod Typ WB 10
Horno Memmert Mod Typ Tv 200
Autoclave Nacional de 801
Refrigerador

Incubadora Memmert Mod Typ BE 200
Microscopio

Hot Plate

Licuadora

Alcoholimetro

Estabilizador

3.2.3. Reactivos quimicos

Alcohol 96°

Metanol

Agua destilada

Acido clorhidrico 10%
Acido sulfarico concentrado
Amoniaco

Cloroformo

Sulfato de sodio
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05 Unidades.
05 Unidades.
04 Unidades.
95 Unidades.
04 Unidades.
02 Unidades.
02 Unidades.
02 Unidades.
03 Unidades.
03 Unidades.
02 Unidades.
02 Unidades.
02 Unidad.
01 Unidad.
01 Unidad.
01 Unidad.
01 Unidad.
01 Unidad.
01 Unidad.
01 Unidad.
01 Unidad.
01 Unidad.
01 Unidad.

01 Litro.

0.5 Litros.
01 Litros.
0.1 Litros.
0.1 Litros.
0.1 Litros.
0.2 Litros.

20 Gramos.



- Tricloruro de fierro. 20 mL

- Draguendorff. 20 mL
- Shinoda. 20 mL
- Lieberman burchard. 20 mL
- Borntranger. 20 mL
- Ninhidrina. 20 mL
- Gelatina. 20 mL
- Molish. 20 mL
- Mayer. 20 mL
- Fehling. 20 mL
- Rosenheim. 20 mL
- Cristal Violeta. 100 mL
- Safranina. 100 mL
- Lugol. 100 mL
- Acetona. 100 mL
- Aceite de Inmersion. 10 mL
- Alcohol Isopropilico. 100 mL
- Yodo. 100 mL
- Yoduro de Potasio. 100 mL
- Mezcla Sulfocrémica. 200 mL
- Alcohol Amilico. 100 mL
- Peptona de Caseina. 50 Gramos

3.2.4. Estudio fitoquimico

Para efectuar el estudio fitoquimico se utilizd6 la informacién del libro
Investigacion Fitoquimica, Métodos en el estudio de Productos Naturales

de Olga Lock de Ugaz. 33 34 3%)

3.2.5. Estudio macroscépico
El estudio macroscopico consta de varios pasos a seguir para la

preparacion de medios de cultivo elaborados con productos naturales los

mismos que han sido formulados teniendo en cuenta estudios previos.
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Agar Litme:

- Maca 05 Gramos.

- Algarroba 05 Gramos.

- Agar — Agar 1.2 Gramos.
- Cloruro de Sodio 0.5 Gramos.
- Azul de Bromotimol 0.01 Gramos.
- pH Final 7.2 +/-0.2.

Procedimiento:

- Pesar todos los ingredientes a excepcion del Agar — Agar y disolver
en 100 mL de agua destilada.
- Homogenizar, Filtrar y Reposar 5 minutos.

- Adicionar el Agar — Agar y Homogenizar en Bafio Maria a 50°C por
10 minutos.
- Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

- Dispensar en placas petri estériles, enfriar.

- Llevar a refrigeradora para posterior uso.

3.3. Poblacion y muestra de la investigacién
Poblacién:

Muestras clinicas patolégicas que se analizaron durante los meses de
octubre, noviembre y diciembre del afio 2017 y enero del afio 2018 en el
Area de Microbiologia del Laboratorio Bioldgico y Andlisis Clinico Santa Rosa
de Pachacamac E.l.LR.L; de las cuales se aislaron cepas bacterianas
identificadas como Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Muestra:

La muestra de estudio correspondié a cepas bacterianas identificadas en el
Laboratorio Bioldgico y Analisis Clinico Santa Rosa de Pachacamac E.l.R.L
como Staphylococcus aureus y Escherichia coli .Para la determinacién del

tamafio de muestra se utilizé el muestreo proporcional cuya formula es:
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. Z%.p.g.N
e’.(N-1)+ p.g.Z*

Donde Z? = intervalo de confianza (0.95) o 95% Valor tabular: (1.96) % =
3.8416
P = proporcion de aciertos (0.50)
Q = proporcion de desaciertos (1 — p)
N = poblacion total: 5
e2 = margen de error calculado (0.035) o (3.5%)2 = 0.001225

m = muestra: 4.97

Criterios de inclusién

Todas las muestras clinicas patoldgicas de pacientes que se atendieron en el
Laboratorio Biolégico y Analisis Clinico Santa Rosa de Pachacamac E.I.R.L;
durante Octubre, Noviembre, Diciembre 2017 y Enero del 2018 y de los
cuales se aislaron en el Area de Microbiologia cepas identificadas como

Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Criterios de exclusién

Muestras clinicas de pacientes con previa administracién de Antibioticos.

3.4. Técnicas e Instrumentos de recoleccidn de datos

3.4.1. Descripcion de los instrumentos

Se utilizé la técnica de la observacién para la recoleccién de los datos,
mediante la cual se anotaron los datos de la investigacion en tablas, desde
la obtencién de los metabolitos hasta los resultados finales, los que
sirvieron para dilucidar el objetivo principal del estudio. Del mismo modo,
los instrumentos (ad-hoc) fueron los siguientes: tabla N° 11: Solubilidad,
donde se utiliz6 diversos solventes; tabla N° 12: Identificacion de
metabolitos, donde se demostro la presencia de compuestos quimicos y las
tablas 14 y 15: Evaluacién de los medios, donde se demostro el aislamiento

y visualizacion de la morfologia de la colonia bacteriana. (ver anexo 02)
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3.4.2. Validacion de instrumentos

Los instrumentos utilizados fueron elaborados por los bachilleres autores
de la tesis. Para la prueba de estudio y su validacion se utilizé la técnica del
juicio de expertos. Las tablas se realizaron en base a los indicadores con
sus respectivos criterios. La validacion de juicio de expertos tuvo una

minima y maxima calificacion (ver anexo 06).

Los expertos fueron tres quimico farmacéuticos, con grado académico de

magister y cuentan con amplia experiencia en la investigacion.

Tabla 09: Resumen de resultados de Juicio de Expertos

JUEZ EXPERTO RESULTADOS CONDICION
Mg. Pedro Jacinto Hervias. 90 — 100% Valido, Aplicar.
Q.F. Luis Aranguren Belaunde. 90 — 100% Vélido, Aplicar.
Q.F. Oscar Bernuy Flores Lopez. 90 - 100% Valido, Aplicar.

Esta evaluacion dio como resultado que el instrumento fuese considerado
vélido y aplicable.
3.5. Técnicas para el procesamiento de datos

Los datos obtenidos fueron analizados en el programa Excel.

3.6. Procedimiento experimental

3.6.1. Identificacién de las muestras en estudio

La identificacion taxondmica del tubérculo Lepidium meyenii W (Maca
Negra) y la vaina del Prosopis pallida (Algarroba), se realizaron en el
Herbario del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos, segun el sistema de clasificacion de Cronquist (1988),

obteniéndose el documento de Certificacion de muestra. (ver anexo 03).
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3.6.2. Obtencién de los nutrientes

Se recolectaron 6 kilos del tubérculo Lepidium meyenii W (Maca Negra) y 6
kilos de la vaina de Prosopis pallida. Las muestras, se envolvié en papel
kraff y se colocaron en cajas de cartdn con rétulo. Las muestras se llevaron
al laboratorio de especialidad de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y
Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega, donde se
eliminaron las sustancias extrafias presentes en ambas muestras. Se
utilizaron 3000 gramos del tubérculo Maca Negra y 2500 gramos de vaina
de Algarroba, los cuales se cortaron en trozos pequefios y se rallaron;
posteriormente se sometié a deshidratacion y secado a una temperatura de
40°C por 90 horas, para luego, pasar por mortero, obteniéndose 1150

gramos de polvo de Maca y 860 gramos de vaina. (Ver anexo: 02).

3.6.3. Solubilidad y analisis de compuestos quimicos (metabolitos)

Ambas muestras se sometieron a pruebas de solubilidad en solventes de
diferentes polaridades, con el fin de determinar el solvente mas adecuado
para la evaluacién de los medios de cultivo. (anexo 02). Luego, las
muestras se sometieron con reactivos de coloracion y precipitacion para lo
cual agregamos a cada tubo de ensayo 3 - 4 gotas de las mismas y

agregamos 3 gotas de reactivo. (anexo 02).

TABLA N° 10: Determinacion de metabolitos

N° METABOLITO ENSAYO REACCION POSITIVA PROCEDIMIENTO
. . . X gotas de MP + lll gotas de Reactivo de
Molish. Anillo violeta. Molish agitar + Ill gotas de H,SO, cc
1 Carbohidratos Antrona. Coloracion verde. X gotas de MP + Ill gotas de Reactivo de
Antrona.
) - . ) X gotas de MP + Il gotas de Fehling A+ IlI
Fehling. Precipitado rojo ladrillo. gotas de Fehling B + calentar en B.M.
o | Compuestos FeCl, Coloracion  verde 0 | y oitas de MP + 11l gotas de FeCls 10%
Fendlicos azul.
3 Taninos Gelatina. Elfﬁc'%'tado denso X gotas de MP + Il gotas de gelatina.
Antocianinas y .
4 Flavonoides Rosenheim. Coloracion rojo oscuro. X gotas .de MP + lll gotas de Reactivo
o Rosenheim.
Catéquicos
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TABLA N° 10: Determinacién de metabolitos (continuacion)

N° METABOLITO ENSAYO REACCION POSITIVA PROCEDIMIENTO
Chalconas, auronas,
isoflavanonas: No hay
coloracién.
Isoflavonas: Amarillo .
5 Flavonoides Shinoda. rojizo. X go’tgs de MP + 1-2 virutas de Mg
- - metalico + Il gotas de HCl cc
Flavanonoles: Rojo a
magenta.
Flavonas y flavonoles:
Amarillo a rojo.
6 Aminoécidos Libres Ninhidrina Coloracion violacea X gotas de MP + Ill gotas de Reactivo
y Grupos Amino ) ’ Ninhidrina + calentar en B.M. 10 min.
X gotas de MP + evaporar el solvente B.M.
Dragendorff. Precipitado naranja. + V gotas de HCI 10%+ Il gotas de
Reactivo de Dragendorff.
X gotas de MP + evaporar el solvente B.M.
Mayer. Precipitado blanco. + V gotas de HCI 10%+ Ill gotas de
7 Alcaloides Reactivo de Mayer.
X gotas de MP + evaporar el solvente B.M
Bertrand. Precipitado blanco. + V gotas de HCI 10%+ Il gotas de
Reactivo de Bertrand.
' Precipitado amarillo- X gotas de MP + evaporar el solvente B.M.
Sonnenschein. verdoso + V gotas de HCI 10%+ Il gotas de
) Reactivo de Sonnenschein.
8 Eaftaqu!nonas, L . X gotas de MP + Il gotas de Reactivo de
ntraquinonas y | Borntranger. Coloracion roja.
Borntranger.
Antranonas
Esteroides: Verde-azul. | X gotas de MP + llevar a sequedad en B.M.
9 Triterpenoides y | Lieberman- Triterpenoides:  Roio- + X gotas de cloroformo+ Il gotas de
Esteroides Burchard. naranpa : | anhidrido acético+ H,SO, cc en zona (por
1a. las paredes de tubo) sin agitar.
. 0.5 a 1 cm estable por | 1 mL de MP + 5 mL de agua destilada +
10 | Saponinas Espuma. . ) -
15 min. agitar fuertemente por 1 min.
s . i . X gotas de MP + V gotas de Acido picrico 1
11 | Glicésidos Baljet. Coloracién anaranjada. % + V gotas de NaOH al 5 %.
L. . X gotas de MP + V gotas de Nitroprusiato
12 | Lactonas Legal. Coloracion rojo oscuro. de sodio 0.5% + V gotas de KOH 2N.
X gotas de MP + papel humedecido con
13 | Cumarinas NaOH 10%. Fluorescencia celeste. NH4OH cc en boca de tubo + calentar por 5

a 10 min en B.M.

3.6.4. Reactivacion de las bacterias

Para la reactivacion de las cepas de Staphylococcus aureus ATCC N°

25923 y de Escherichia coli ATCC N° 8739, se descongel6 los tubos de
ensayo que contienen las cepas bacterianas a temperatura ambiente

durante 3 horas, con la ayuda de un asa de siembra transportamos parte

de las cepas a los tubos de ensayo con caldo infusion cerebro corazén

para realizar la reactivacion de las bacterias, para luego proceder a la

incubacion respectiva a una temperatura de 37°C por 24 horas. (Ver anexo:

04).
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3.6.5. Siembray Aislamiento

Luego de la preparacion del Agar Nutritivo y del Agar Litme; se procedié a
sembrar las bacterias en estudio, con el fin de, con el fin de iniciar un
cultivo microbiano. Para la siembra y aislamiento fue necesario utilizar las
instalaciones del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Bioquimica. Se trabajé cerca de la llama de un mechero

(no mas de 15 cm. de distancia). ©5 %8 59 €0)

La siembra que se utilizé fue por estrias multiples o estrias agotamiento,
luego las placas se incuban invertidas, ya que la alta concentracion de
agua en el medio puede provocar condensacion durante la incubacion y si
cae sobre la superficie del agar, se extiende dando un crecimiento

confluente. ©8: 58 59 60).

En los medios de cultivo luego de la siembra cada célula bacteriana viable

dara origen a una colonia. ¢ 58 5% 60
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CAPITULO IV
PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Presentacion de resultados
Prueba de solubilidad

Los resultados fueron los siguientes:

Tabla N° 11: Prueba de solubilidad

N° Solventes Nomenclatura — Ipterpretacmn - -
Lepidium meyenii W. Prosopis pallida
1. Acetato de etilo EtoAc - -
2. Acetona Me,CO - +
3. Agua destilada H,O +++ ++
4, Cloroformo CHCL3 + +
5. Etanol Et(OH) ++ ++
6. | Eter de petréleo EP - -
7. | Eter etilico Et,O - -
8. Metanol MeOH - +
9. n - butanol n.buOH + -
10. | n - Hexano Hex + -
LEYENDA:
- Insoluble (-)
- Ligeramente Soluble (+)
- Soluble (+++)
- Muy Soluble (++++)

FUENTE: Elaboracién propia.

Para la prueba de solubilidad de ambas muestras, se trabajé con un grupo de
solventes ordenados de acuerdo a su polaridad y se encontré que la mayor

solubilidad fue con el solvente agua.

Identificacion de metabolitos

Tabla N° 12: Identificacién de metabolitos

5 Interpretacion
N° METABOLITO ENSAYO REACCION POSITIVA Lepidium Prosopis
meyenii W. pallida
Molish. Anillo violeta. ++ +++
1 Carbohidratos Antrona. Coloracién verde. + ++
Fehling. Precipitado rojo ladrillo. + ++
2 | Compuestos Fendlicos | FeCls, ;ZzoLlch)rauon verde o + +
3 Taninos Gelatina. Precipitado denso + +
blanco.

FUENTE: Elaboracién propia.
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Tabla N° 12: Identificacion de metabolitos (continuacidn)

5 Interpretacion
N° METABOLITO ENSAYO REACCION POSITIVA Lepidium Prosopis
meyenii W. pallida
Chalconas, auronas,
isoflavanonas: No hay - -
coloracion.
Isoflavonas:  Amarillo i +
4 Flavonoides Shinoda. rojizo.
Flavanonoles: Rojo a + i
magenta.
Flavonas y flavonoles: . i
Amarillo a rojo.
Antocianinas y
5 | Flavonoides Rosenheim. Coloracion rojo oscuro. + -
Catéquicos
6 Ammoamdqs Libres y Ninhidrina. Coloracion violacea. ++ +
Grupos Amino
Dragendorff. Precipitado naranja. +++ +
Mayer. Precipitado blanco. ++ +
7 | Alcaloides Bertrand. Precipitado blanco. ++ -
Sonnenschein. Precipitado  amarillo- . i
verdoso.
Naftagquinonas,
8 | Antraquinonas y | Borntrager. Coloracion roja. - -
Antranonas
. . . Esteroides: verde-azul. + -
9 Trlterp§n0|des y | Lieberman- Triterpencides: rojo-
Esteroides Burchard. . ' - -
naranja.
10 | Saponinas Espuma. 0.5 a 1 cm estable por - -
15 min.
11 | Glicésidos Baljet. Coloracion anaranjada. + -
12 | Lactonas Legal. Coloracion rojo oscuro. - -
13 | Cumarinas NaOH 10%. Fluorescencia celeste. - -
LEYENDA:
- No realizada (0)
- Ausente ()
- Leve (+)
- Moderado (++)
- Abundante (+++)

FUENTE: Elaboracion propia.

En cuanto a los resultados de la identificacion de los metabolitos, se encontré
flavonoides, aminoacidos libres y grupos amino en la vaina de Algarroba y
flavonoides, antocianinas, aminoacidos libres, grupos amino, alcaloides y

esteroides en la Maca Negra.
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Medios de cultivo

Se realiz6 la preparacion, siembra y lectura de 64 placas petri, las cuales se
reportan en la Tabla N° 13. Del total de placas petri que fueron sembrados, 16
corresponden a Lepidium meyenii W 5%, 16 a Prosopis pallida 5%, 16 a
Lepidium meyenii W 5% - Prosopis pallida 5% y 16 al Agar Nutritivo (AN), las

gue se distribuyeron en 08 placas petri por cada tipo de cepa y medio.

Tabla N° 13: Niamero de placas Petri obtenidas segun tipo de cepay

medio
AGARES
N° TIPO DE CEPA Lepidium Prosopis Lepidium meyenii W - TOTAL
AN .. ) . )
meyenii W pallida Prosopis pallida
Staphylococcus aureus
1 ATCC N° 25923 8 8 8 8 32
Escherichia coli ATCC
2 N° 8739 8 8 8 8 32
TOTAL 16 16 16 16 64

FUENTE: Elaboracion propia.

El total de placas petri preparadas fueron 64, distribuyéndose segun el tipo de
cepa: 32 corresponden a Staphylococcus aureus ATCC N° 25923 y 32 a
Escherichia coli ATCC N° 8739.

Los resultados de la evaluacion macroscopica se presentan en las tablas 14 y
15, en las que se aprecian los dos criterios de evaluacion que fueron;
aislamiento y visualizacion de la morfologia de la colonia bacteriana, dando
como resultado para Staphylococcus aureus ATCC N° 25923 y Escherichia
coli ATCC N° 8739 Buena, lo que significa que la calidad de los medios

alternos registrados se encuentra en un intervalo de 80 a 100%.

En la tabla N° 14, se evalué el agar Lepidium meyenii W 5% - Prosopis
pallida 5%, obteniéndose para Staphylococcus aureus N° ATCC 25923 un
87.5% de agares con el calificativo de Bueno y 12.5% de agares con

calificativo de Regular y para el Agar Nutritivo 100 % (Bueno).
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Tabla N° 14: Evaluacion de los agares Staphylococcus aureus N° ATCC
25923.

BUENA 80 — 100% 07 87.5% 08 100%
REGULAR 60 — 79% 01 12.5% 00 00%
MALA 50 — 59% 00 00% 00 00%
TOTAL 08 100% 08 100%

BUENA 80 — 100% 07 87.5% 08 100%
REGULAR 60 — 79% 01 12.5% 00 00
MALA 50 — 59% 00 00% 00 00
TOTAL 08 100% 08 100%

FUENTE: Elaboracién propia.

En la tabla N° 15, se evalu6 el agar Lepidium meyenii W. 5% - Prosopis
pallida 5%, obteniéndose para Escherichia coli N° ATCC 8739 un 87.5% de
agares con el calificativo de Bueno y 12.5% Regular para los dos criterios de
evaluacion y para el Agar Nutritivo 100 % (Bueno).

TABLA N° 15: Evaluacién de los agares Escherichia coli N° ATCC 8739.

BUENA 80 — 100% 07 87.5% 08 100%
REGULAR 60 — 79% 01 12.5% 00 00%
MALA 50 — 59% 00 00% 00 00%
TOTAL 08 100% 08 100%

BUENA 80 — 100% 07 87.5% 08 100%
REGULAR 60 — 79% 01 12.5% 00 00
MALA 50 — 59% 00 00% 00 00
TOTAL 08 100% 08 100%

FUENTE: Elaboracién propia.



Se realizo la preparacion, dispensacion y siembra de 64 agares los cuales se
reportan en la Tabla N° 16. Del total de agares que fueron preparados, 32
corresponden al Agar Nutritivo y 32 al Agar Lepidium meyenii W 5% -
Prosopis pallida 5%, las que se distribuyeron en 03 agares por cada tipo de

cepa de paciente y medio de cultivo.

Tabla N° 16: Niamero de agares obtenidos segun tipo de cepa de

paciente y medio

AGARES
N° TIP%EEE&?@ R Agar Lepidium meyenii W 5% TOTAL
Nutritivo - Prosopis pallida 5%

1 Staphylococcus aureus 3 3 6
2 Staphylococcus aureus 3 3 6
3 Staphylococcus aureus 3 3 6
4 Staphylococcus aureus 3 3 6
5 Staphylococcus aureus 4 4 8
6 Escherichia coli 3 3 6
7 Escherichia coli 3 3 6
8 Escherichia coli 3 3 6
9 Escherichia coli 3 3 6
10 Escherichia coli 4 4 8

TOTAL 32 32 64

FUENTE: Elaboracion propia.

El total de agares fueron 64, distribuyéndose segun el tipo de cepa de

paciente: 32 corresponden a Staphylococcus aureus y 32 a Escherichia coli.

Los resultados de la evaluacién macroscopica de las cepas de los pacientes
se presentan en las tablas N° 17 y N° 18, en las que se aprecian los dos
criterios de evaluacion que fueron; aislamiento y visualizacion de la morfologia
de la colonia bacteriana, dando como resultado para Staphylococcus aureus y
Escherichia coli Bueno, lo que significa que la calidad de los medios

registradas se encuentra en un intervalo de 80 a 100%.

En la tabla N° 17, se evaluo el agar Lepidium meyenii W 5% - Prosopis pallida
5%, obteniéndose para Staphylococcus aureus un 87.5% de agares con el
calificativo de Bueno y 12.5% de agares con calificativo de Regular y para el
Agar Nutritivo 100 % (Bueno).
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Tabla N° 17: Evaluacion de los agares Staphylococcus aureus

BUENA 80 — 100% 07 87.5% 08 100%
REGULAR 60 — 79% 01 12.5% 00 00%
MALA 50 — 59% 00 00% 00 00%
TOTAL 08 100% 08 100%

BUENA 80 — 100% 07 87.5% 08 100%
REGULAR 60 — 79% 01 12.5% 08 00%
MALA 50 - 59% 00 00% 08 00%
TOTAL 08 100% 08 100%

En la tabla N° 18, se evalué el agar Lepidium meyenii W 5% - Prosopis pallida
5%, obteniéndose para Escherichia coli un 87.5% de agares con el calificativo
de Bueno y 12.5% de agares con calificativo de Regular y para el Agar
Nutritivo 100 % (Bueno).

FUENTE: Elaboracion propia.

Tabla N° 18: Evaluacion de los agares Escherichia coli

BUENA 80 — 100% 07 87.5% 08 100%
REGULAR 60 — 79% 01 12.5% 00 00%
MALA 50 - 59% 00 00% 00 00%
TOTAL 08 100%

BUENA 80 —100% 07 87.5% 08 100%
REGULAR 60 — 79% 01 12.5% 00 00%
MALA 50 - 59% 00 00% 00 00%
TOTAL 08 100% 08 100%

FUENTE: Elaboracién propia.




4.2. Contrastacion de hipétesis

Hipotesis especifica 1:

- Hy: El efecto del Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo) del

Agar LITME en la deteccién de Staphylococcus aureus es Buena.

- Ho: El efecto del Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo) del

Agar LITME en la deteccion de Staphylococcus aureus no es Buena.

- Mediante el uso del agar Lepidium meyenii W 5% - Prosopis pallida 5% del Agar
LITME para las cepas de Staphylococcus aureus un 87.5% de agares obtuvieron
un calificativo de Bueno y 12.5% de agares con calificativo de Regular con
relacién al criterio aislamiento y visualizacion de la morfologia de la colonia

bacteriana.

En ambos casos se tuvo como referencia el Agar Nutritivo.
- Decision: Por lo tanto, se acepta la hipotesis alterna (Hy).
Hipotesis especifica 2:

- Haj: El efecto del Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo) del

Agar LITME en la deteccion de Escherichia coli es Buena.

- Ho: El efecto del Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo) del

Agar LITME en la deteccién de Escherichia coli no es Buena.

- Mediante el uso del agar Lepidium meyenii W 5% - Prosopis pallida 5% del Agar
LITME para las cepas de Escherichia coli un 87.5% de agares obtuvieron un
calificativo de Bueno y 12.5% de agares con calificativo de Regular con relacion

al criterio aislamiento y visualizacién de la morfologia de la colonia bacteriana.

En ambos casos se tuvo como referencia el Agar Nutritivo.

- Decision: Por lo tanto, se rechaza la hipoétesis alterna (H,).
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Hipotesis general:

- Hg: El efecto del Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo) del
Agar LITME en la deteccion de contaminantes bacterianos es Buena.

- Hego: El efecto del Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo) del

Agar LITME en la deteccién de contaminantes bacterianos no es Buena.

- Mediante el uso del agar Lepidium meyenii W 5% - Prosopis pallida 5% del Agar
LITME para las cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli un 87.5% de
agares obtuvieron un calificativo de Bueno y 12.5% de agares con calificativo de
Regular con relacién al criterio aislamiento y visualizacién de la morfologia de la

colonia bacteriana. En ambos casos se tuvo como referencia el Agar Nutritivo.
- Decisién: Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y habiéndose aceptado

las hipétesis alternas H; y H,, se acepta la hipétesis alterna de la hipétesis

general de estudio.

AISLAMIENTO

100%
100.00%

B 87.5%

60.00% 0%
#0.00% Ay
20.00% o

12-@ 0%
0.00%

BUENA REGULAR MALA

Agar Litme » Agar Nutritivo »

Figura N° 11: Aislamiento
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VISUALIZACION DE LA MORFOLOGIA
DE LA COLONIA BACTERIANA

100%
100.00%
R 87.5%
60.00% 0% 0%
0o V4 A
20.00% o
12.5% l‘]j-,
0.00%
BUENA REGULAR MALA
Agar Litme » Agar Nutritivo »

Figura N° 12: Visualizacion de la morfologia de la colonia bacteriana
4.3. Discusion de resultados

En el presente estudio se evalud, el efecto del Lepidium meyenii W. (Maca) y
Prosopis pallida (Algarrobo) del Agar LITME en la deteccion de contaminantes
bacterianos; para ello, se utilizaron las cepas de Staphylococcus aureus y

Escherichia coli.

Para la deteccion de los metabolitos primarios y secundarios de la Maca y
Algarrobo, se pudo tener acceso a los diferentes solventes que se manejan en
los laboratorios de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica. Para
el procedimiento de extraccion, se tuvo en cuenta el uso tradicional de la
Maca y el Algarrobo, en la cual se emplea agua como disolvente. En nuestro
estudio, al realizar la prueba de solubilidad, se confirmo la amplia solubilidad
de nuestras muestras en agua. (Arias, 2002, Cozar, 2011, Castro, 2017 y

Torres, 2016).7> 2% 38 40
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Durante la investigacion de los compuestos quimicos de la Maca y Algarrobo.
Se utiliz6 una serie de reactivos quimicos con la finalidad de detectar la
presencia de metabolitos primarios y secundarios. Para el Lepidium meyenii
W. (Maca), se obtuvo en mayor cantidad: Carbohidratos, Flavonoides,
antocianinas, aminoacidos libres, grupos amino, alcaloides y esteroides y con
respecto al Prosopis pallida (Algarrobo): carbohidratos, flavonoides,
aminodacidos libres y grupos amino, los cuales, en conjunto, son los
responsables de darles las propiedades a las especies estudiadas; de esta
manera, se puede confirmar los resultados reportados por Castro, 2017;
Vasquez, 2017; Cardenas, 2017; Cevallos, 2015; Machado, 2001; Arias,
2002; Quispe, 2007; Hadzich, 2016. > 2" 28 35 37, 38,46, 51.

El tubérculo Lepidium meyenii W. (Maca) y la vaina del Prosopis pallida
(Algarrobo) fueron pesados, lavados, cortados, triturados, secados y posterior
molienda; no se trabajé con solventes o similares, debido a que el uso de
otras sustancias quimicas de naturaleza organica o inorganica podrian
interferir en el aislamiento y visualizacion de la morfologia de la colonia
bacteriana. (Gonzales, 2014; Bermello, 2015; Castafieda, 2007; Shimabuku,
2015; Cardenas, 2017; Quispe, 2007). 28 46 61,64, 68,70.

Se realizé la siembra y aislamiento de las cepas de Staphylococcus aureus N°
ATCC 25923 y Escherichia coli N° ATCC 8739 en las placas del Agar Litme,
gue ha sido elaborado a base del 5% de Lepidium meyenii W. (Maca) y el 5%
de la vaina del Prosopis pallida (Algarrobo) , dando como resultado un 87.5%
con el calificativo de Bueno y un 12.5% de Regular, con relacién a los criterios
aislamiento y visualizaciéon de la morfologia de la colonia bacteriana; del

mismo modo un 100% de Bueno para el Agar Nutritivo.

La posible causa de no alcanzar el 100% del calificativo Bueno, se debe a la
presencia de los alcaloides en las muestras del tubérculo Lepidium meyenii
W. (Maca) y la vaina del Prosopis pallida (Algarrobo), los cuales presentan
actividad antibacteriana, teniendo en cuenta los estudios de Shimabuku,
2015; Machado, 2001; Gonzales, 2014 y Zamacona, 2010. & 723770
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Las muestras de Lepidium meyenii W. (Maca) y de la vaina del Prosopis
pallida (Algarrobo) se trabajaron al 5%, debido que a menores
concentraciones no se apreciaban uniformemente el aislamiento vy

visualizacion de la morfologia de las colonias bacterianas.

En relacion a la visualizacidon de las colonias del Staphylococcus aureus, las
colonias presentaron el pigmento caracteristico, el mismo que variaba de
color crema al amarillo; asimismo, el color se favorecia por la incubaciéon de
los cultivos por 24 a 48 horas adicionales. Koneman, 2006; Silverio, 2015;
Bello, 2014. " >* %

98



CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones:

1. El efecto del Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida (Algarroba) del

Agar LITME en la deteccion de contaminantes bacterianos es Buena.

2. El Lepidium meyenii W. y Prosopis pallida poseen metabolitos primarios y
secundarios; flavonoides, aminoacidos libres y grupos amino en la vaina de
Algarroba y flavonoides, antocianinas, aminoacidos libres - grupos amino,

alcaloides y esteroides en la Maca Negra.

3. El efecto del Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo) del

Agar LITME en la deteccion de Staphylococcus aureus es Buena.

4. El efecto del Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo) del
Agar LITME en la deteccion de Escherichia coli es Buena.
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5.2. Recomendaciones:

1. Continuar los estudios en estos medios de cultivo utilizando cepas aerobias

y anaerobias estrictas.

2. Trabajar con concentraciones de Maca y Algarrobo mayores al 5%.
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ANEXO N° 01: MATRIZ DE CONSISTENCIA

Preparacion del Agar LITME a partir de Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida (Algarrcbo) para Detectar Contaminantes

Bacterianos
[ FPROBIEMAGENERAL | OBJETIVOSGEWERAL |  HIPOTESIS GENERAL | OPERACIONALIZACION DE VARIAELES [ WETODOLOGIA |
R : = : Vi DIMEN SION INDICADORES
iCu_aI_ SErd el__ efecto  del Detgn_'mnar el __erecm del El efecto del Lepidiom meyenii
spidium meyeni W (Maca) y | Lepidium meyenii W (Maca) W . .
. ; ; - " (Maca) y Prosopis pallids
Prosopis  pallida  (Algarrobo) | v Prosopis pallida (Algamrobo) del Agar LITME en
del Agar LITME en la| (Algarrobo) del Agar LITME la deteccion de contaminantes Efel:_lq tle_l_ Solubiiidad - Enfoque: Cusnfitstive.
defeccion de contaminantes | en  la  defeccitn  de [ ool oo T Lepidium meyenii ubilida
bacterianos? contaminantes bacterianos. . W (Maca) vy Fitoquimica - Tipo: Aglicada.
FProsopis  pallida
PROBLEMAS ESPECIFICOS OBJETIVOS ESPECIFICOS HIPOTESIS ESPECIFICAS {Algarrobo)  del - Mivel: Transverssl.
Agar LITME L. .
_ B Compuestos Quimicos. | - Disefio: Experimentsl
;iCual sera la composicion Determinar J’al comLpoT:;Elﬂn Lepidium meysnii W. (Maca) y - Poblacion: 5.
quimica del Lepidium meyenil ??;'IEI.:;: We (Mazgj fun: Frosopis  paliids  (Algarrobo) V2. DIMENSION INDICADORES Moestra: 5
i i . i i imari - Muestra: 5.
W (Ma%a} ';; Frozopis pallids Prosopis plida (Algarobe). 1|enendmo_31ahal|tns primarios y
{Algamobo)? secundarios. BUENA 80-100% | _ Taenica:
P . Evaluar el efecto del - . . .
ety | Lo meyen W Oca) | %610 3 0k e . Tioks & e
Prasopi e Prosopis  paliids | ;1 Alslamiento. | prguLAR | 80-79% < Medio e Cufivo.
opis  paliida  (Algarrobo) {Algarroba) del Agar LITME (Algarrobo) del Ag_ar LITME en Técnica de Siembra v
del Agar LITME en Ila en Ia defeccion | de la deteccion de Rislamiento.
deteccion de Staphylococcus Staphylococcus  sweus  es Deteccién de
SUTBLE? Staphylococcus aureus. BUena. e e MALA 50-59% | - Instrumento:
iCual sera el efecto del E:ajl.;;;n n:c! szowag:; El efecto del Lepidivm meyenii bacterianos ;;?;ufmi;e Estudic
Lepidium meyeni W. (Maca) y |  SEE PORA GRS W (Maca) y Prosopss pallds BUENA | 80— 100% | Tabia de Sciubiidad.
Prosopis  pallida  (Algarrobo) (Algamobo) del Agar LITME (Algarmbo}ldel Agar LITME en Visualizacidn de Tablas de Evaluscian de
del Agar LITME en Ia en la defeccion  de la deteccion de Eschenichia la Morfologia de Medios de Cultivo.
deteccion de Escherichia coli? Eschsrichia coli. coli s Buena. la Colenia. REGULAR | 80—79%
MALA 50 -59%
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ANEXO N° 02: TESTIMONIO FOTOGRAFICO

a) Tubérculo del Lepidium meyenii W. (Maca) (Recoleccién y Cortado).

S
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c) Procesamiento del Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida (Algarroba)

d) Reactivos para la Solubilidad y el Tamizaje Fitoquimico.

Reactivos para:
ESTUDIO FITOQUIMICO
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e) Resultados de la Solubilidad y del Tamizaje Fitoquimico.

BN v

) e Y s -t
L v )

f) Acondicionamiento de Materiales.
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g) Preparacion de Medios de Cultivo.
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Staphylococcus aureus
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i) Siembray Aislamiento de las cepas en Agar Nutritivo.

Escherichia coli Staphylococcus aureus
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ANEXO N° 03: TAXONOMIA

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio de la Consolidacién del Mar de Grau”

CONSTANCIA N°298-USM-2016

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestral vegetal (hojas, flores y vaina) recibida de José Luis LITUMA QUIROZ, estudiante de
la Facultad de Ciencias Farmacéuticas de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega; ha sido
estudiada y clasificada como: Prosopis pallida (H. & K.) y tiene la siguiente posicion
taxondmica, segun el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988):

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
ORDEN: FABALES
FAMILIA: FABACEAE
GENERO: Prosopis
ESPECIE: Prosopis pallida (H. & K.).

Nombre vulgar: “Algarrobo”
Determinado por Blog. Mario Benavente Palacios.
Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines que estime

conveniente.

Lima, 21 de noviembre de 2016

' Drg. Haydee Montoya Terreros
EL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

AP

Av. Arenales 1256, Jestis Maria e-mail: museohn@unmsm.edu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Pert Teléfono: 619-7000 anexo: 5703 http://museohn.unmsm.edu.pe
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Ano de la Consolidacién del Mar de Grau”

CONSTANCIA N°296-USM-2016

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestral vegetal (hojas, flores y tuberculo) recibida de José Luis LITUMA QUIROZ,
estudiante de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas de la Universidad Inca Garcilaso de la
Vega; ha sido estudiada y clasificada como: Lepidium meyenii Walp. y tiene la siguiente
posicién taxonémica, segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988):

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA

ORDEN: BRASSICALES
FAMILIA: BRASSICACEAE
GENERO: Lepidium
ESPECIE: Lepidium meyenii Walp.

Nombre vulgar: “Maca”
Determinado por Blog. Mario Benavente Palacios.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines que estime
conveniente.

Lima, 17 de noviembre de 2016

. Haydee Montoya Terreros
EL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

Av. Arenales 1256, Jestis Maria e-mail: museohn@unmsm.edu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Pert Teléfono: 619-7000 anexo: 5703 http://1 h edu.pe
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ANEXO N° 04: CERTIFICADO CEPAS N° ATCC

Ex Date: 201878731
R Information:

Specifications -
Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Catalog Number: 0380

Quality Control Technologist: Christine Condon
Lot Number: 380-290 Release Date: 2018/9/14
Reference Number: ATCC® 25923 ™+
Purity: Pure
Passage from Reference: 3
Performance
Macroscopic Features: Medium:
Modiuﬁn' to bao'.mw edge, both white and pale white colonies, SBAP
Microscopic Features: Method:
Gnmposﬂhnoocdomﬂngsk\gw.hpaksmdlnmw.rdmm Gram Stain (1)
1D System: MALDI-TOF

Other Features/ Challenges: Resuits

See attached ID System results document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive
(1) Coaguiase (rabbit plasma - tube): positive

(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative
(1) Ampicillin (10 mcg - Disk Susceptibility): 27 - 36 mm
(1) Penicillin (10 units - Disk Susceptibifity): 26 - 37 mm
(1) Oxacillin (1 meg - Disk Susceptibility): 18 - 24 mm

QLV\AAL/#/»A%

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE
Oecarmer Ynmm)unuwmwnmvwwmwn T 8 SACK0N) Svert number The I0f NUMGe! Sgayed o0 this Certficate @ e actue! Dase ot
o
] of
mummuwummmnm« De care, WIth the Short incudation partad, My produce results that differ
1. Refer 1o the enclosed product lnert for vie and

are wa % ture

7 The JCC Licensed Derrvative Ertiem P ATCC Lisensed Dervative WS mark and the ATCC cetalop marks a%e tadermarks of ATCC
ATCC Licensed Nrooges 102 3 J0emed 19 Use Teas trademarie B2 10 MT DOCLCE Cer e Mom ATOCD ounures
\ Denvatreo )

(1) These tests ote accreadad 1o SSONES 1700% 2008

ACCREDITED|
TESTING CERYT 22655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Resarved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1of 1 DOC.288
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O) Mlcrobuologlcs

Spec"k:atlons

Expiration Date: 2018/8/31

Microorganism Name: Escherichia coli Release Information:

Catalog Number; 0335 Quality Control Technologist: Tracy A Blenker
Lot Number: 335-211 Release Date: 2016/10/13

Reference Number: ATCC® 8739 ™+

Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Performance

Macroscopic Features: Medium:

2 colon both are & beta h ic: one is circular to irregular, SBAP
er:se ey %; e%ge edg ""Z smooth; &ng}s larger, l?rregular w co%

Microscopic Features. Method:
Gram negative straight rod Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document, (1) Oxidase (Kovacs): negative

Beta-glucuronidase (E. coli Broth w/MUG): positive
(1) Ampicillin (10 meg - Disk Susceptibility): 16 - 22 mm
wnGemamidn (10 meg - Disk Susceptibility): 19 - 26

1) SXT (1.25/23.75 meg - Disk Susceptibilty): 23 - 29

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

Disclaimer. The last digt(s) of the lot rumber appearing on the product label and packing slip are morely a packaging event number The it numbar displayad on thie certificate is the actual base b
number.

Note for Viteki: Aithough the Vitek® Imm i tests, the uniq; of the card, ined with the short perios roduce results that differ
rorm pUBIIGREd (62 lte Sptamet by other methoder ~F % Sy 5

. Refer to the enclosed product insert for instructions, intended use and hazard/safety Information.

products are toa culture

(V) The ANCC med Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivatve word mark and the A lalog marks are trademarks of ATCC
ATCC Licensed Micrabiologes, Inc. is fcensod 1o Use these trndemarks and o sell products Gefived Irom ATCCE
\ Derivative )

(1) These tests aro acoredited to ISQAEC 170752005,

ACCREDITE
TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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ANEXO N° 05: CEPAS BACTERIANAS AISLADAS DE PACIENTES

LABORATORIO BIOLOGICO Y ANALISIS CLINICO SANTA ROSA DE
PACHACAMAC E.LR.L.

CONSTANCIA

Por medio de la presente hago constar que durante los meses de Octubre,
Noviembre, Diciembre 2017 y Enero del 2018, se han aislado de las diversas
muestras clinicas patolégicas de rutina, analizadas en el Area de Microbiologia
del Laboratorio Biologico y Analisis Clinico Santa Rosa de Pachacamac E.L.R.L.
los siguientes microorganismos:

a) Escherichia coli: 05. Correspondientes a Urocultivo.
b) Estafilococo aureus: 05. Correspondientes a Secrecion Faringea.
¢) Salmonella typhi: 02. Correspondientes a Coprocultivo.

Asimismo, se hace entrega de las diversas muestras aisladas al T.M. Walter Siri
Rodriguez, miembro del Equipo de Docentes Investigadores de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas y Bioguimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega
para realizar Proyectos de Investigacion y para los fines pertinentes.

Pachacamac. 12 de Febrero de 2018.
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ANEXO N° 06: VALIDACION DEL INSTRUMENTO

Universidad
Inca Garcilaso de la Vega

Nueves Tiemp os. Nuevas Ideas
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

)

HOJA DE VALIDACION DE LOS INSTRUMENTOS

FICHA DE OBSERVACION ADHOC DE RECOLECCION DE DATOS

Preparacion del Agar LITME a partir de Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo)
para Detectar Contaminantes Bacterianos

Después de revisado el Instrumento es valiosa su opinién acerca de lo siguiente:

MENOS DE:

50 60 70 80 90 100
1. ¢Enqué porcentaje estima que con estos ir se lograran los objetivos propuestos? GOy EY Y)Y
2. z,Enquépomentajeoonsideraquelas'abtasestﬂnrefeddosalcsoonoeptosdeltema? (- ()Y EY00--6)
3. ¢En qué porcentaje cree que las tablas planteadas son suficientes para lograr los objetivos? )Y CXe) 69
4. 4En qué porcentaje estima que las tablas del instrumento son de ejecucion viable? C)EY Y)Y 6 ()
5. ¢Qué porcentaje considera que las tablas siguen una secuencia légica? 0 A G T (O DR o A ]
6. (En qué poroenta)eeteeusted que con los msh'umentos se obtendran datos YO EYE) )

si se repl con otras

SUGERENCIAS

1. ¢Qué Items considera usted que deben agregarse?
NINGUNO,

2. ¢Qué ltems considera usted que deben eliminarse?
NINGUNO,

3. ¢Qué Items considera usted que deben reformularse o precisarse mejor?
NINGUNO,

FECHA: __18-09-2018__

VALIDADO POR:

Q.F Lui$ ANTONIQ ARAN GUREN BELAUNOE

CarP 06901
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— Universidad
Inca Garcilaso de la Vega

Nueves Tiemp os. Nuevas Ideas

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

Preparacion del Agar LITME a partir de Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo)
para Detectar Contaminantes Bacterianos

Agua destilada H20
’ Etanol Et(OH)
3 Metanol MeOH
4. n - butanol n.buOH
R Acetato de etilo EtoAc
6. Cloroformo CHCL3

Hexano Hex
Acetona Me,CO

B Eter etilico EtO

| 10. | Eter de petréleo EP

La Solubilidad no se visualiza. (-)
La Solubilidad en menor grado. (+)
La Solubilidad es moderada.  (++)

- __La Solubilidad es mayor. (+++)
Molish. Anillo violeta.
1 | Carbohidratos Antrona. Coloracién verde.
Fehli Precipitado rojo ladrillo.
2 | Compuestos Fendlicos | FeCls, aczﬁ’mc'o" verde -0
s 5 Precipitado denso
3 | Taninos Gelatina. Fiano.
Chalconas, auronas,
isoflavanonas: No hay
coloracién.
Isoflavonas:  Amarillo
4 | Flavonoides Shinoda. rojizo.
Flavanonoles: Rojo a
magenta.
Flavonas y flavonoles:
Amarillo a rojo.
Antocianinas y
5 | Flavonoides Rosenheim. Coloracién rojo oscuro.
Catéquicos
6 | Gmnosados Libres ¥ | Ninhidina. Coloracién violacea.
Dragendorff. Precipitado naranja.
Mayer. Precipitado blanco.
7 | Alcaloides Bertrand. Precipitado blanco.
Sonnenschein. :ereflpltado Smaiio:
Naftaquinonas,
8 | Antraquinonas y | Borntrager. Coloracién roja.
Antranonas
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. — Universidad
Inca Garcilaso de la Vega

Nueves Tiemp os. Nuevas Ideas

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

Triterpenoides y . S ___Es}emides.:_'vsfde-azgl.
9 | Esteroides . ' e o
naranja.
10 | Saponinas Espuma. 255;": om/estable’ por
Glicésidos Baljet. Coloracién anaranjada.
2 | Lactonas Legal. Coloracién rojo oscuro.
3 | Cumarinas NaOH 10%. Fluorescencia celeste.
| 14 | Acido Carminico BaCl;2%. Violeta Mate
- No realizada (0)
- Ausente (-)
- Leve(¥)
- Moderado (++)
- Abundante (+++)
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, —— Universidad
Inca Garcilaso de la Vega

Nueves Tiemp os. Nuevas Ideas
FACULTAD DE CIENCIAS F. EUTICAS Y imica

HOJA DE VALIDACION DE LOS INSTRUMENTOS

FICHA DE OBSERVACION ADHOC DE RECOLECCION DE DATOS

Preparacién del Agar LITME a partir de Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo)

para Detectar Contaminantes Bacterianos

Después de revisado el Instrumento es valiosa su opinién acerca de lo siguiente:

1. ¢En qué porcentaje estima que con estos instrumentos se lograran los objetivos propuestos?

2. ¢(En qué porcentaje considera que las tablas estan referidos a los conceptos del tema?

3. ¢Enqué porcentaje cree que las tablas planteadas son suficientes para lograr los objetivos?

4. ¢En qué porcentaje estima que las tablas del instrumento son de ejecucion viable?

5. ¢Qué porcentaje considera que las tablas siguen una secuencia légica?

6. ¢En qué porcentaje cree usted que con los instrumentos, se obtendran datos
imil si se repli con otras ?

SUGERENCIAS

1. ¢Qué Items considera usted que deben agregarse?
NINGUNO,

ENOS DE:
70 80 90 10
()0 ()

M
50 60
() O)

~ o

OO OO0 e O

OO0 000 ®

OO0 OO0 ® ()

CEGY (2 ()2 E 0

(OUEBQRE =

2. ¢Qué Items considera usted que deben eliminarse?
NINGUNO,

3. ¢Qué ltems considera usted que deben reformularse o precisarse mejor?
NINGUNO.

FECHA: __18-09-2018__

VALIDADO POR: (‘DC[} 6 \{&dﬂ

\ J “L‘(a-‘ e/ g AN

~

CQF?P [7/a%
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— Universidad
Inca Garcilaso de la Vega

Nuevos Tiemp os. Nuevas Ideas
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

Preparacion del Agar LITME a partir de Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo)
para Detectar Contaminantes Bacterianos

1. ua destilada H0
2 Etanol Et(OH)
3. Metanol MeOH
4. n - butanol n.buOH
3 Acetato de etilo EtoAc
6. Cloroformo CHCL3
Hexano Hex
Acetona Me,CO
% ter etilico Et,0
| 10. Eter de petroleo EP
LEYENDA:
- La Solubilidad no se visualiza. (-)
- La Solubilidad en menor grado. (+)
- La Solubilidad es moderada.  (++)
- La Solubilidad es mayor. (+++)

Anillo_violeta.
1 | Carbohidratos Antrona. Coloracion verde.
Fehling. Precipitado rojo ladrillo.
2 | Compuestos Fenélicos | FeCls, S:&'I”’“" verde o
z < Precipitado denso
3 | Taninos Gelatina. Bianca.
Chalconas, auronas,
isoflavanonas: No hay
coloracién.
Isoflavonas:  Amarillo
4 | Flavonoides Shinoda. r0jizo.
Flavanonoles: Rojo a
magenta.
Flavonas y flavonoles:
Amarillo a roj
Antocianinas y
5 | Flavonoides Rosenheim. Coloracién rojo oscuro.
Catéquicos
g | OrascHes 1RO Y | nirine. Coloracion violacea.
Dragendorff. Precipitado naranja.
Mayer. Precipitado blanco.
7 | Alcaloides Bertrand. Precipitado blanco.
& Geses Precipitado  amarillo-
Naftaquinonas,
8 | Antraquinonas y | Borntrager. Coloraci6n roja.
Antranonas

CaeFP 19197
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. — Universidad
Inca Garcilaso de la Vega

Nueveos Tiemp os. Nuevas Ideas
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

g | Triterpencides AT hard __—.Eiteroides.:_.vefde-azyl.
Esteroides ARG P [)0=
naranja.
10 | Saponinas Espuma. ‘1)55':"11 om estable por
Glicésidos Baljet. Coloracién anaranjada.
2 | Lactonas Legal. Coloracién rojo oscuro.
Cumarinas NaOH 10%. Fluorescencia celeste.
|14 | Acido Carminico BaCl2%. Violeta Mate
- No realizada (0)
- Ausente (-)
- Leve (+)
- Moderado (++)
- Abundante (+++)

REGULAR 60 - 79%

MALA 50 -59%
TOTAL
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HOJA DE VALIDACION DE LOS INSTRUMENTOS

FICHA DE OBSERVACION ADHOC DE RECOLECCION DE DATOS

Preparacién del Agar LITME a partir de Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo)
para Detectar Contaminantes Bacterianos

Después de revisado el Instrumento es valiosa su opinién acerca de lo siguiente:

MENOS DE:

50 60 70 80 90 100
1. ¢En qué porcentaje estima que con estos instrumentos se lograran los objetivos propuestos? CIEY-C)0)
2 ¢En qué porcentaje considera que las tablas estan referidos a los conceptos del tema? CY OB E0)
3. ¢En qué porcentaje cree que las tablas planteadas son suficientes para lograr los objetivos? GY6) 1 CREEXE ) 00
4. ¢En qué porcentaje estima que las tablas del instrumento son de ejecucion viable? CYE):E G Y 00 )
5. ¢Queé porcentaje considera que las tablas siguen una secuencia logica? RO I o I 1 P
6. ¢En qué porcentaje cree usted que con los instrumentos, se obtendran datos LR LYE) 0

similares si se replicara con otras muestras?

SUGERENCIAS

1. ¢Qué Items considera usted que deben agregarse?
NINGUNO,

2. ¢Qué Items considera usted que deben eliminarse?
NINGUNO,

3. ¢Qué Items considera usted que deben reformularse o precisarse mejor?
NINGUNO,

FECHA: __18-09-2018__

VALIDADO POR:

C_ Q0. \S\x0O

=
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Preparacion del Agar LITME a partir de Lepidium meyenii W. (Maca) y Prosopis pallida (Algarrobo)
para Detectar Contaminantes Bacterianos

2 Agua destilada H0
2 Etanol Et(OH)
E Metanol MeOH
4. n - butanol n.buOH
B Acetato de etilo EtoAc
6. Cloroformo CHCL3
Hexano Hex
Acetona Me2CO
; ter etilico Et,O
[10._| Eter de petréleo EP
LEYENDA:
- La Solubilidad no se visualiza. (-)
- La Solubilidad en menor grado. (+)
- La Solubilidad es moderada. (++)
- La Solubilidad es mayor. (+++)
Molish. Anillo_violeta.
1 | Carbohidratos Antrona. Coloracién verde.
Fehling. Precipitado rojo ladrillo.
2 | Compuestos Fendlicos | FeCls. a.,:l:tl)rauén YRGS RO
5 s Precipitado denso
3 | Taninos Gelatina. Elatico.
Chalconas, auronas,
isoflavanonas: No hay
| coloracién. |
Isoflavonas:  Amarillo
4 | Flavonoides Shinoda. rojizo.
Flavanonoles: Rojo a
magenta.
Flavonas y flavonoles:
Amarillo a rojo.
Antocianinas y
5 | Flavonoides Rosenheim. Coloracién rojo oscuro.
Catéquicos
6 | Aminoacdos LIres ¥ | Ninhidrina. Coloracién violacea.
Dragendorff. Precipitado naranja.
Mayer. Precipitado blanco.
7 | Alcaloides Bertrand. Precipitado blanco.
Q hai Precipitado  amarillo-
Naftaquinonas,
8 | A i y|B ger. Coloracién roja.
Antranonas

AN

[ees

AN WA gmt\m\s\ﬁez
CRER QRO
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. : Esteroides: verde-azul.
g:rp_enodes Lieberman-Burchard. | Triterpenoides:  rojo-
roides "
naranja.
10 | Saponinas Espuma. ?:,:": om estable por
Glicésidos Baljet. Coloracién anaranjada.
2 | Lactonas Legal. Coloracion rojo oscuro.
Cumarinas NaOH 10%. Fluorescencia celeste.
| 14 | Acido Carminico BaCl>2%. Violeta Mate
LEYENDA:
- No realizada (0)
- Ausente (-)
- Leve(+)
- Moderado (++)
- Abundante (+++)

BUENA 80 - 100%

REGULAR 60 -79%

MALA 50 - 59%
TOTAL

T, S FSsarons ke
Vet DLt B = - R
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ANEXO N° 07: ESTERILIZACION y PREPARACION de MEDIOS de CULTIVO #%9
(Reynoso et al, 2015; Britania Lab, 2018)

Consideraciones generales:

- Leer atentamente la férmula de los medios y calcular la cantidad de cada uno de
los componentes quimicos.

- Pesar en balanza digital sobre papel aluminio.

- Colocar los componentes en un frasco Erlenmeyer de volumen adecuado y
agregar el agua destilada.

- Medir el pH.

- Agregar agar en caso de los medios sdlidos.

- Acondicionar para su esterilizacion en autoclave.

- Conservar en heladera a 4° C hasta su fraccionamiento.

Agar Nutritivo:

- Extracto de carne 39

- Peptona 549

- NacCl 8¢

- Agar 15¢g

- Agua destilada 1000 mi
- pH 7.3

Parte del medio de cultivo se esterilizara por autoclave para luego ser fraccionado en
placas de Petri estériles y parte, se disolvera por calentamiento a bafio de Maria, se
distribuird en tubos y se esterilizaran por autoclave. Luego del proceso de esterilizacion,
los tubos se inclinaran a fin de obtener tubos en “agar pico de flauta” y tubos con “agar
inclinado”.
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